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RESUMEN
La inflamación en la placa aterosclerótica se considera el principal factor de riesgo
asociado a la rotura y trombosis de placa. El enzima de conversión de la angiotensina
(ECA), responsable de la conversión de la angiotensina 1 en angiotensina II (Mg II), parece
jugar un papel muy importante en la patogenia de la aterosclerosis. En este sentido los
resultados aportados en esta tesis muestran que en un modelo de aterosclerosis acelerada en
conejo la Mg II puede ser responsable, al menos en parte, de la acumulación de
macrófagos en las arterias dañadas. Además el factor nuclear icfl, implicado en la regulación
de genes inflamatorios, muestra un aumento de su actividad tanto en la fase temprana del
modelo (7 días) como en la más avanzada (28 días). Así mismo, la expresión de MCP-1 e
IL-8, quimioquinas implicadas en el reclutamiento celular, aparecen incrementada en
correlación temporal con el infiltrado de macrófagos. El PDGF-B, factor mitogénico y
quimiotáctico de CML, y el colágeno 1, que es asociado a la consistencia de las placas
ateroscleróticas, presentan un aumento de su expresión. La administración de un inhibidor
de la ECA (quinapril) produce una disminución de todos estos factores. Sin embargo, la
expresión del mRNA y de la proteína del colágeno 1 no es afectada por el tratamiento.
Mediante estudios iii vitro demostramos que la Mg II induce, en monocitos y en CML, la
expresión de MCP-1 y la activación del factor nuclear que lo regula, el NF-KB. Nuestros
resultados sugieren que la Mg II puede ser considerada como un importante regulador de
dos fenómenos implicados en la formación de la placa de ateroma, la acumulación de
macrófagos y la proliferación de CML.
Por otro lado son muchos los estudios que demuestran que la hiperlipidemia es un
factor de riesgo asociado a la enfermedad cardiovascular. Los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, principal enzima implicada en la síntesis del colesterol, reducen la incidencia de
eventos isquémicos. En un modelo de aterosclerosis en conejo hemos mostrado que la
administración de un inhibidor de la 1-IMG-CoA reductasa (atorvastatina) desciende de
forma significativa el colesterol total, LDL y triglicéridos, y el tamaño de la lesión. También
se anula el infiltrado de macrófagos en la placa y se reduce la expresión de MCP- 1. Además,
la activación de NF-KB disminuye en el grupo de atorvastatina, tanto en macrófagos como
en CML. De igual forma mediante estudios in vitro mostramos que las LDL inducen la
expresión de MCP-1 y la activación de NF-KB, en monocitos y CML.
Nuestros resultados pueden aportar una mejor comprensión de los mecanismos
patogénicos implicados en la evolución y desestabilización de la placa ateromatosa y
proporcionar una posible explicación de la reducción de eventos isquémicos agudos
encontrada en pacientes tratados con inhibidores de la ECA y de la H!’4G-CoA reductasa.
ABREVIATURAS
Relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En algunos casos se ha mantenido la
correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente utilización en el lenguaje
científico.
Angil
AP-1
AI’ES
Mv
BSA
CE
CML
DMEM
DNA
DTT
ECA
EDRF
EDTA
FGF
G3PDH
HCI
HDL
HEPES
HMG-COA
ICAM-1
¡ECA
¡FN-a
IgG
¡LI
IL-8
Angiotensina II
Activador de la proteína- 1
3 ‘-Aminopropiltrietoxilano
Atorvastatina
Albúmina de suero bovino
Célula endotelial
Célula muscular lisa
Medio mínimo de Eagle modificado por Dulbecco
Acido desoxirribonucleico
Ditiotreitol
Enzima de conversión de la angiotensina
Factor relante derivado del endotelio
Acido etilendiamino tetraacético
Factor de crecimiento de fibroblastos
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Acido clorhidrico
Lipoproteina de alta densidad
Acido N-2-hidroxietilpiperazine-N’-2-etanosulfónico
3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A
Molécula de adhesión intercelular-]
Inhibidor de la enzima de conversión de la angiotensina
Interferón-a
Inmunoglobulina .G
Interleuquina 1
Interleuquina 8
ABREVIATURAS
LDL Lipoproteina de baja densidad
LDLox Lipoproteina de baja densidad oxidada
LPS Lipopolisacárido bacteriano
M-CSF Factor estimulador de colonias de macrófagos
MCP-1 Proteína quimiotática de monocitos-1
MOPS Acido 3-(N-morfolino) propano sulfónico
mRNA Acido ribonucleico mensajero
NBT Nitroblue tetra.zolium
NF-KB Factor nuclear KB
NO Oxido nitrico
PA-I Inhibidor del activador del plasminógeno
PBS Tampón fosfatos salino
PCR Reacción en cadena de la polimerasa
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDTC Pirrolidin ditiocarbamato
PGI2 Prostaglandina 12
PMSF Fenilmetilsulfonil fluoruro
SDS Dodecil sulfato sódico
SRA Sistema renina angiotensina
SSC Citráto sódico! cloruro sódico
STF Suero de ternera fetal
TAE Tris-acetato-EDTA
TBS Tampón Tris salino
TF Factor tisular
TGF-f3 Factor de crecimiento transformante
TNF-a Factor de necrosis tumoral a
t-PA Activador tisular del plasminógeno
UTP Uridín trifosfato
VCAM-I Molécula de adhesión de células vasculares-1
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1.- INTRODIJCCION
1Introducción
1.- PERSPECTIVA HISTORICA
La aterosclerosis es una condición patológica que ocasiona trastornos tan
importantes como la cardiopatía isquémica, los accidentes cerebrovasculares y la
arteriopatía periférica. Todo esto constituye un problema no sólo médico-cientifico, sino
social. En España la tasa de mortalidad por enfermedad cardiovascular es de las más bajas
del mundo occidental (García-Gil et al., 1989), sin embargo, más del 40% del total de los
fallecimientos son debidos a un proceso de origen cardiovascular.
Al contrario de lo que se pudiera creer, este no es un problema nuevo sino que
estudios paleopatológicos han venido a demostrar que esta enfermedad ya existía en
civilizaciones tan antiguas como la egipcia, como se ha podido comprobar en estudios
realizados en momias de faraones (Sandison, 1967).
Pero no fue hasta mediados de este siglo cuando se estableció tiue esta enfermedad
era la causa de la mitad de las muertes en Europa Occidental y Estados Unidos. Todavía no
se conoce bien su patogenia, aunque en los últimos 15 años ha aumentado
considerablemente nuestro conocimiento sobre sus mecanismos por dos razones: en primer
lugar, ha habido importantes avances en las técnicas de biología celular, molecular e
mnmunohistoquimica aplicadas al estudio de las células que componen la pared vascular
(músculo liso y endotelio); en segundo lugar, ha progresado nuestro conocimiento de las
alteraciones del metabolismo de los lípidos que se asocian a este trastorno.
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2.-CONCEPTO DE ATEROSCLEROSIS. Estructura de la pared arterial
La alteración que subyace a este grupo de enfermedades es la afección del árbol
vascular, conocida como “arteriosclerosis >‘, caracterizada por un proceso generalizado,
relacionado muy directamente con la edad, y que se presenta con un aumento difuso del
grosor de las capas íntima y media de las arterias, con pérdida de elasticidad de las mismas.
Cuando este proceso tiene lugar sólo como consecuencia del envejecimiento y la involución
del vaso, el fenómeno se conoce como “angiosclerosis”, y afecta, generalmente, a los
vasos de mayor calibre. Sin embargo, en alguna forma de arteriosclerosis, este proceso tiene
lugar de forma más notable, identificándose una lesión típica denominadaplaca de ateroma.
Por tanto, la “aterosclerosis” es una forma de arteriosclerosis definida por este tipo de
lesión y responsable, en último lugar, del mayor número de casos de morbilidad y
mortalidad cardiovascular.
En líneas generales, más adelante se discutirá en profundidad, podemos definir la
aterosclerosis cómo un proceso de origen multifactorial que cursa con la formación de
engrosamientos focales de la íntima arterial, compuestos por una acumulación de lípidos,
células y tejido fibroso que dan lugar a las anteriormente citadas placas de ateroma. Estas
resultan de una respuesta inflamatoria y fibroproliferativa exagerada a distintos tipos de
agresión al endotelio y al músculo liso de la pared vascular. Su formación es un proceso
lento, a lo largo de años, que afecta iicialmente a la capa íntima arterial y,
secundariamente, a capa media.
Las células qué forman las lesiones ateromatosas son los macrófagos, las células
musculares lisas (CML) y los linfocitos T. Por el contrario, los neutrófilos, aunque son
capaces de destruir tejidos al secretar enzimas proteolíticas (Weiss, 1989), raramente se
encuentran en las placas intactas (Jonasson et al., 1986). Se les puede encontrar
ocasionalmente en placas fisuradas, probablemente como consecuencia de una infiltración
desde el torrente sanguíneo (van der Wall et al., 1994).
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3.- PATOGENIA DE LA ATEROSCLEROSIS
Desde el siglo pasado se han postulado distintas hipótesis sobre el origen de la
aterosclerosis. La hipótesis de la incrustación, defendida por von Rokitansky (von
Rokitansky, 1844) y más tarde ampliada por Duguid, proponía que el engrosamiento intimal
era el resultado de depósitos de fibrina y otras sustancias sanguíneas que conducían a una
organización de fibroblastos y a una deposición lipídica secundaria (Duguid, 1946).
En cambio la hipótesis lipidica, propuesta por Virchow, consideraba que la
hiperpíasia intimal observada era debida a un disbalance entre los mecanismos de deposición
lipídica y aquellos que producían una eliminación de estos depósitos (Virchow, 1856).
Actualmente la hipótesis más aceptada es la formulada por Russel Ross (Revisión
Ross et al, 1996), la llamada hipótesis de la respuesta a la agresión, donde se propone que
diversos factores de distinta naturaleza, mecánicos, químicos, biológicos, tóxicos,
inmunológicos, etc..., pueden ser capaces de provocar una lesión en el endotelio vascular.
Dicha lesión no tiene por qué ser orgánica ni producir una denudación o rotura de la capa
endotelial sino que basta que sea funcional (disfunción endotelial) para que se genere una
respuesta especializada en la que se ven implicados tanto monocitos como linfocitos T. El
daño continuado sobre el endotelio conduce a que se prolongue la respuesta reparadora, lo
que conduce a un proceso inflamatorio crónico que contribuye a la formación de la placa
aterosclerótica.
La hipótesis caracteriza tres estadios en el desarrollo de la lesión
:
(A) macrófagos ricos en lípidos y linfocitos T se acumulan para formar la estría
grasa, (B) posteriormente ésta puede progresar a una lesiónfibroadiposa con el acúmulo
de macrófagos y CML que migran desde la capa media y (C) finalmente se forma la placa
fibrosa, compuesta de tejido conectivo sobre un núcleo lipidico y de células necróticas. Las
placas fibrosas pueden sufrir una rotura que ponga en contacto el núcleo lipídico, altamente
trombogénico, con el torrente circulatorio, dando así lugar a la formación de un trombo que
impida el flujo sanguíneo.
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De acuerdo con la clasificación de Fuster (Jang et al., 1993), el daño arterial se
puede clasificar en tres tipos de lesiones: la lesión tipo 1 donde hay daño funcional pero no
morfológico, la lesión tipo II donde existe una denudación del endotelio con daño intimal,
pero la lámina elástica interna se mantiene intacta, mientras que en la lesión tipo III estada
afectada la íntima y la capa media.
3.1.- ¿QUE INICIA LA BISFUNCION ENDOTELIAL?
Los factores que desencadenan el daño endotelial son desconocidos, siendo
potenciales candidatos los llamados factores de riesgo coronario: las dislipemias, la
hipertensión, el tabaco y la diabetes. En panicular, numerosos datos genéticos, clínicos,
experimentales y epidemiológicos resaltan el papel que juegan los lípidos en este aspecto.
Además, en determinadas circunstancias, se piensa que las infecciones virales, el daño
inmune o los niveles elevados de homocisteína también contribuyen al daño endotelial
(Wilson, 1994).
La lesión aterosclerótica se caracteriza por su topografla focal, ya que existen
determinadas zonas propensas a que se desarrolle la lesión como las ramificaciones y las
curvaturas del árbol vascular, en las que se producen turbulencias del flujo sanguíneo
(Asakura et al., 1990) y una menor fUerza de cizalla sobre la pared del vaso. En
consecuencia, el endotelio expresa un fenotipo diferente y sus células no están alineadas
como en el resto del vaso, sino dispuestas sin una orientación definida, existiendo además
un aumento del recambio celular y una disminución de las uniones intercelulares. Esto
conduce a un aumento de la permeabilidad al paso de sustancias desde la sangre al interior
de la pared vascular.
Habitualmente las lipoproteinas de baja densidad (LDL) entran a través de las
umones intercelulares de la pared arterial y se acumulan en el espacio subendotelial en
cantidades que son reguladas por el endotelio y probablemente por la lámina elástica interna
(Penn et al, 1993). Una elevación de los niveles plasmáticos de LDL conduciría a su
acumulación en determinados lugares favorecida por los factores hemodinámicos (Tsao et
al, 1996) y mecánicos arriba mencionados (Figura 2).
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Las LDLox pueden dañar o activar el endotelio (Rangaswamy et al., 1997),
incrementando el recambio de estas células y permitiendo la entrada de más macromoléculas
plasmáticas. Estas lipoproteinas modificadas también estimulan la expresión de moléculas de
adhesión (van der Wal et al., 1992) y la secreción de factores quimiotácticos, como la
proteína quiniiotáctica para monocitos (MCP-í) por las células endoteliales y CML
(Cushing et al., 1990), incrementando la adhesión y migración de los monocitos y linfocitos
T circulantes, además de fomentar la migración de CML hacia la íntima (Chatterjee et al.,
1992).
La transmigración subendotelial de monocitos, debido a un gradiente de factores
quimiotácticos, conduce al acúmulo de éstos en la íntima, donde son expuestos a diversos
factores secretados por las propias células endoteliales (CE) y por las CML, que producen
su activación y diferenciación a macrófagos (Figura 3).
Las LDL modificadas son reconocidas por unos receptores denominados receptores
basurero o “scavengers” (Steinberg, 1997) que se encuentran en macrófagos (Brown et al.,
1983; Acton et al., 1994) y en CML (Li et al., 1995). Este receptor, a diferencia del
receptor LDL, no está regulado por el contenido de colesterol intracelular, por lo que los
macrófagos y las CMILs se van cargando de lípidos formando las denominadas “células
espumosas” (Mitchinson, 1994). La acumulación de estas células conduce al primer estadio
de la aterosclerosis, la estría grasa.
3.2.- PROGRESION DE LA LESION
Tras la formación de la estria grasa, la acumulación continuada de lípidos y los
productos liberados por los macrófagos, como el TNIF-ct (Dixit et al., 1990), IL-113
(Dinarello, 1996), 11-8 (Apostolopoulos et al., 1996) y radicales libres de oxigeno,
conducen a un mayor daño endotelial acompañado de citolisis. Por otro lado, las plaquetas
junto con monocitos y CE, liberan factores mitogénicos como el PDGF (Billett et al., 1996),
que estimulan la migración, proliferación y síntesis de matriz extracelular por parte de las
CML. Todo ello da lugar a que la lesión progrese hacia una placa madura (Figura 3).
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degradar el colágeno que forma la cápsula. En conjunto se produce un disbalance entre
síntesis y degradación de colá~eno que lleva al debilitamiento de la placa haciéndola más
propensa a la rotura.
3.3.- ROTURA DE LA PLACA
La presencia de un proceso inmuno-inflamatorio en la placa aterosclerótica es
considerado un mecanismo decisivo que conduce a su desestabilización, rotura y la
subsecuente formación de un trombo, que es la base de las consecuencias chicas más
severas de la aterosclerosis (Figura 5). En este sentido los estudios post-mortem sobre la
composición de la placa han demostrado que placas que producen una estenosis pequeña o
moderada pero blandas y ricas en lípidos, son más propensas a romperse que aquellas que
son más grandes pero que poseen una cápsula fibrosa más dura y gruesa (Revisado en Fa]k
et al., 1996).
La mayoría de las trombosis de las lesiones ateroscleráticas van precedidas de una
fisura en la placa que pone en contacto el núcleo lipídico, rico en factor tisular, con la
sangre (Toschi et al., 1997; Fernández-Ortiz et al., 1994). Además, se ha demostrado la
presencia de macrófagos y CML activadas en la proximidad de las zonas de fisura en placas
de pacientes muertos por infarto agudo de miocardio (van der Wal et al., 1994). Por tamo,
la reacción in.flamatoria parece jugar un importante papel en la rotura de la placa.
Igualmente, se ha encontrado una mayor incidencia de infiltración de macrófagos en
las muestras de aterectomía de pacientes con síndromes isquémicos agudos que en las
procedentes de pacientes con angina estable (Moreno et al., 1994).
Estas células, como se ha mencionado anteriormente, son capaces de liberar enzimas
proteoliticos que podrian degradar la cápsula de la lesión aterosclerótica, debilitándola y
facilitando su rotura. De hecho, diversos grupos han encontrado aumentada la expresión de
estos enzimas en la placa (Matrisian et al., 1992; Galis et al., 1994).
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4.- INTERACCIONES CELULARES EN LA ATEROGENESIS
4.1.- EL ENIDOTELIO
El endoteio es un regulador importante de la homeostasia vascular (Dicorleto et al.,
1993). El normal flmcionamiento de las células endoteiales (CE) que recubren las paredes
de los vasos sanguíneos ayuda a mantener una circulación fluida, produce factores
antitrombóticos y fibrinoliticos, media el tono vascular con la producción de sustancias
vasoconstrictoras y vasorelajantes y modula el crecimiento de los vasos sanguíneos. La
disflinción de las células endoteliales provocada por estímulos fisiopatológicos contribuye a
la iniciación y progresión de la enfermedad vascular (Gimbrone, 1995).
4.1.1.-Funciones del endotelio
El endotelio vascular cumple una serie de fimciones que mantienen una correcta
homeostasis (tabla 1). La estructura morfológica (Stary et al, 1992) y la estratégica posición
anatómica de las CE crea una barrera selectivamente permeable entre las CML vasculares y
componentes de la circulación como plaquetas, monocitos, lipoproteinas y hormonas (Ross,
1993).
Dado que la superficie luminal deber ser no adhesiva para mantener la fluidez de la
circulación, las CE producen y liberan factores antitrombóticos, anticoagulantes y
fibrinoliticos. Entre éstos cabe destacar las prostaciclinas (P012) y el NO, potentes
vasodilatadores e inhibidores de agregación plaquetaria (Griendling et al., 1996).
Cuando se produce la disflinción endotelial, se disminuye la producción de PGI2 y de
EDRF-NO, lo que hace a las CE más trombogénicas que las de un endoteio sano. Como
resultado se incrementa la expresión de moléculas de adhesión (O’Brien et al., 1996; Jang et
al., 1994) fomentándose la acumulación de macrófagos en la intinia subendotelial (Steinberg
D, 1997; Richarson et al., 1994). Además, al secretarse citoquinas y factores de crecimiento
se potencia la migración y proliferación de las CML.
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Tabla 1. CaracterÍsticas de un endotelio en estado normaly dañado
Función Normal Dañado
Permeabilidad Limita el paso de grandes moléculas Se incrementa el paso de grandes
moléculas (LUL. ..)hacia el subendotelio
Trombogenicidad Las plaquetas son repelidas por cargas Se promueve la actividad protrombótica
negativas de superficie y su agregación mediante la secreción de PA-I y ‘IT.
es inhibida por la producción de PGI2 y Disminuye la producción de PGI2,
EDRE-NO. Se promueve la trombolisis tPA y EDRE-NO.
al producirse tPA.
Tono vasomotor Producción de factores vasodilatadores Se promueve la vasoconstricción con
como EDRE-NO y PGI2. ET-1, ANG uy prostaglandinas
vasoconstrictoras.
Migración y Producción de heparán sulfato y Aumento de la secreción de PDGF y
proliferación de EDRE-NO que inhiben la migración El-1 que inducen migración y
CML y proliferación de las CML. proliferación de CML.
Inflamación Los leucocitos no se adhieren Los leucocitos son reclutados en el lugar
a la superficie endotelial. donde se ha producido el daño mediante
la expresión por el endotelio de moléculas
de adhesión.
Los linfocitos 1 son reclutados al expresar
las CE proteínas del complejo principal de
histocompatibilidad y moléculas de
adhesión.
Abreviaturas: ANO II: angiotensina II; CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa; ET-l:
endotelina-l; EDRE-NO: factor relajante derivado del endotelio-éxido nítrico; PDGF: factor de crecimiento
derivado de plaquetas; P012: prostaglandina 12; tPA: activador tisular del plasminógeno; PA-I: inhibidor de]
activador del plasminógeno; TF: factor tisular.
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‘U.- LA CELULA MUSCULAR LISA
El tamaño, elasticidad e integridad de las arterias viene determinado por las células
de musculo liso (CML) de la capa media y por la matriz de tejido conectivo compuesto por
colágeno, elastina y proteoglicanos, sintetizados y depositados por éstas. En las arterias
sanas, las CML son las principales componentes de la capa media, aunque también están
presentes en la íntima de algunos segmentos arteriales (Stary eS al., 1992).
4.2.1.- Modulación fenotípica de la CML
En la aterosclerosis, el principal evento que conduce a la fibroproliferación es la
modulación del fenotipo de la CML en el área más próximo a la íntima. En respuesta a
diferentes estímulos las CML pueden presentar dos fenotipos distintos, el contráctil (el
predominante) y el sintético (Owens, 1996). Cuando presentan el fenotipo contráctil,
responden a factores que inducen cambios vasomotores. Por el contrario, en el estado
sintético son capaces de expresar genes de factores de crecimiento y proteínas de matriz
extracelular (Ross, 1993). Este fenotipo es característico de las lesiones ateroscleróticas.
La fibronectina es un conocido promotor del cambio de fenotipo contráctil al
sintético, mientras que la lammma y los eicosanoides tienen el efecto contrario (Raines et
al., 1993).
4.2.2.- Migración y proliferación
La primera acción de las CML una vez que adquieren el fenotipo sintético es migrar
hacia la lámina elástica interna en respuesta a factores quimiotácticos producidos por
macrófagos y células endoteliales, como el PDGF (Okazaki et al., 1992). Los distinios
factores estimulatorios e inhibitorios de la migración, proliferación o cambio fenotipo se
muestran en la tabla II.
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La proliferación de las CML en las lesiones ateroscleróticas es episódica existiendo
periodos coftos de rápida proliferación separados por otros más largos de estado
quiescente. Estas observaciones son consistentes con la posibilidad de que el crecimiento de
las placas pueda ser episódico, particularmente en la lesión coronaria, donde el riesgo de
fisura y trombosis aumenta a medida que la placa progresa (Fuster et al., 1990).
4.2.3.- Acumulación y oxidación de lipidos
Tanto los macrófagos como las CML pueden acumular lípidos transformándose en
células espumosas en las lesiones ateroscleróticas (Ross, 1986). Aunque las CML y los
macráfagos, son capaces de modificar las lipoproteinas mediante oxidación y asi aumentar
su aterogenicidad (Steinberg et al., 1989), los receptores de las LDLox se encuentran
raramente asociados con áreas ricas en CML.
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Tabla fi. Factores estimulantes e inhibitorios de la migración, pro!<feración yfenotipo
de las células musculares lisas.
Factores Fuente ProI¡feración Migración’ Fenotipot
(A> Factores de crecimiento y citoquinas
Factor de crecimiento epidérmico ~GF)
Factor de crecimiento básico de fibroblastos (bFGF)
Factor de crecimiento epidérmico
que une heparina (HB-EGF)
Factor de crecimiento de insulina (IGF-I)
Interferón-y (lEN-y)
Interleuquina-1 (IL- 1)
Interleuquina-ó (IL-6)
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
Trombina
Factor de crecimiento transformante a (TOFa)
Factor de crecimiento transformante ¡3 (TGF~)
Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)
p
CE, M, CML
CE, M, CML
CE, M, P, CML
M, T
CE, M, P, CML,T
CE, M, CML,T
CE, M, P, CML
pl
M
CE, M, P, CML,T
CE, M, CML, T
(B) Agentes vasoactivos, prostaglandinas y leucotrienos
AngiotensinaII (Ang II)
Polipéptido natriurético atrial (AN?)
Factor relajante derivado
del endotelio-Oxido Nítrico (EDRE-NO)
Endotelina- 1 (ET-1)
Adrenalina/Noradrelnhina
Acido hidroxicicosatetraenoico- 12 (¡lETE- 12)
Leucotrieno E4 (LTE4)
Prostacíclina (P012)
Prostaglandina E1 (PCE1)
Serotonina
Sustancia P
Vasopresina
CE, Pl, CML
MC
CE, M, NP, CML
CE, M, P, Pl
HA
P
N
CE, CML
CE, CML
p
NP
NP
(C) Matriz extracelular
Fibronectina (FN)
Heparina
Laminina
Osteonectina (SPARC)
Tenascina (VN)
Trombospondina (TSP)
CE, M, P, Pl, CML
CE, CML
CE, CML
CE, CML, P
CML
CE, CML, P
Abreviaturas: CE, célula endotelial; CML, célula muscular lisa; HA, hormona adrenal, M,
monocito/macrófago; MC, nilocito cardiaco; N, neutrófilo; NP, neuropéptido; P, plaquetas; Pl, plasma: 1,
células T,
*4, estimulatorio; —. inhibitorio; ±,estimulatorio o inhibitorio, dependiendo de las condiciones.
* 5, sintético; C, contráctil.
$ estimulación de hipertrofia celular, pero no de proliferación.
+
4-4 o
+
4
+4
4.
+
+
4
+
+
+
4
+
4
4$
4
4
+
5
4$
+
+5
+ 5
C
4
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4.3.- MONOCITO/MACROFAGO
El fagocito mononuclear es un elemento muy importante en el mecanismo de
defensa, ya que puede secretar mediadores y enzimas, presentar antígenos y actuar como
célula basurero o “scavenger”.
Los macrófagos están presentes en todos los estadios de la aterosclerosis y aunque
son capaces de producir sustancias que pueden estimular la progresión de la lesión, quizás el
papel alternativo de estas células en los primeros estadios de la enfermedad probablemente
sea el de respuesta de protección. Sin embargo, con una inflamación crónica y un influjo de
monocitos continuado, esa respuesta protectora se convierte en parte en la responsable de la
progresión de la lesión.
4.3.1.- Adhesión y migración
Uno de los fenómenos iniciales que se observan en el proceso aterogénico es la
adhesión de monocitos al endotelio vascular y posterior migración a la íntima (Rosenfeld et
al., 1987). Este proceso está mediado por la expresión de moléculas de adhesión en las
células endoteliales, tales como la molécula de adhesión de celulas vasculares- 1 (VCAM- 1)
y la molécula de adhesión intercelular-l (ICAM-l) (Faruqi et al., 1993).
Entre los muchos estímulos que inducen la expresión de estas moléculas destacan la
reducción del flujo sanguíneo en determinadas regiones del árbol arterial (Tsao et al., 1996)
y un componente de las LDLox, la lisofosfatidilcolina (Kume et al., 1992). El aumento de
la adhesión de los monocitos a la pared del vaso también está mediado por un incremento
de la expresión de ligandos de moléculas de adhesión en la superficie de los monocitos.
Estos ligandos pertenecen a la familia de las integrinas, como la integrina a431 (Smyth et al.,
1997; Hogg et al., 1993).
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La migración de los monocitos hacia el espacio subendotelial ocurre en respuesta a
un gradiente de factores quimiotácticos como el MCP- 1 (Nelken et al., 1991), TNF-ct
(Tipping et al., 1993), IL’.l~ (Moyer et al., 1991) y M-CSF (Clínton et al., 1992; Rosenfel
et aL, 1992), que pueden ser producidos portE, CML, y/o macrófagos ya residentes en la
íntima.
4.3.2.- Activación y diferenciación
Una vez llegado a la íntima, el monocito es expuesto a multitud de factores como
lipoproteinas modificadas, citoquinas, sustancias quimiotácticas y factores de crecimiento,
que pueden inducir su activación y diferenciación hacia macrófago (Raines et al., 1996). Los
macrófagos activados producen moléculas biológicamente activas como citoquinas, factores
de crecimiento y radicales libres (tabla III), que modulan la actividad de las células de su
alrededor (Adams et al., 1992). Algunos de estos productos secretados actúan como
reclutadores de monocitos circulantes y de CML de la capa media, contribuyendo de esta
forma a la amplificación de la inflamación. Además, experimentalmente se ha podido
comprobar que los macrófagos son capaces de proliferar contribuyendo así al crecimiento
de la lesión (Rosenfeld et al., 1990).
4.3.3.- Muerte macrofágica y formación del núcleo necrótico
La presencia del núcleo necrótico es característica de la lesión aterosclerótica
avanzada (revisado en Falk et al., 1996). Generalmente es una región acelular rica en
lípidos, situada en la base de la placa, que contiene restos celulares y puede llegar a estar
calcificada. Se postula que su formación es debida, entre otros factores, a las células
espumosas derivadas de macrófagos que quedan atrapadas en el interior de la lesión (Quinn
et al., 1988) y mueren por apoptósis (Han et al., 1994), por hipóxia o por efectos
citotóxicos de lípidos oxidados o citoquinas producidas por otras células; al morir, los
macrófagos liberan al medio extracelular los lípidos almacenados y enzimas proteoliticos
que afectan a la estabilidad de la placa (Moreno et al., 1994).
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Tabla IV. Algunosfactores apresados por monocitos/macrófagos en la aterosclerosis
Posible papel
Citoquinas
Interleuquina-1 (IL- 1)
interleuquina-6 (IL-6)
Interleuquina-S (IL-8)
Proteína quimiotáctica
de monocitos- 1 (MCP-1)
Factor estimulante de
colonias de monocitos
(M-CSF)
Factor de necrosis
tumora]-a (TNF-a)
Aumenta la expresión de moléculas de adhesión, induce proliferación y
migración de CML, modulación inmune e inducción de genes secundarios.
Activación de la coagulación e inducción de genes secundarios en las CML.
Reclutamiento dc linfocitos y células endoteliales.
Reclutamiento de monocitos, activación de las integrinas 132.
Reclutamiento, proliferación y supervivencia de monocitos.
Aumenta la expresión de moléculas de adhesión endoteliales,
quimiotúctico de monocitos y proliferación de CML.
Enzimas e inhibidores
Colagenasa
Complemento C3b
Factor XlIIa
Gelatinasa
Lipoproteina lipasa
1 5-Lipoxigenasa
Inhibidor de la activación
del plasminógeno (PA-I)
Estromelisina
Inhibidores de
metaloprotemasas
(TIMP 1 y 2)
Degradación de matriz, migración celular, expansión y rotura de la placa.
Protrombótico y estimulación dc la toma de lipoproteinas.
Protrombótico.
Degradación de matriz, migración celular, expansión y rotura de la placa.
Alteración del metabolismo lipoproteico e hidrólisis de VLDL.
Oxidación de LDL y formación de células espumosas.
Antifibrinolítico.
Degradación del tejido conectivo, migración celular, posible expansión y
rotura de la placa
Prevención de la degradación de matriz.
Proteínas extracelulares
Osteopontina
Osteonectina
Trombospondina
Adhesión celular, migración. neovascularización y calcificación.
Migración celular y neovascularización.
Migración celular y neovascularización.
Sustancias reguladoras de la migración y crecimiento de otras células
Factor de crecimiento
de fibroblastos acidico
(aFGF)
Factor de crecimiento
epidermal que une heparina
(¡lB-E GF)
PDGF
Endotelina- 1
Quimiotáctico de células endoteliales e inductor de proliferación.
Quimiotáctico de CML e inductor de proliferación.
Quimiotáctico dc CML e inductor de proliferación.
Vasoconstricción.
Molécula
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4.t- LINFOCITOS T
Estudios inmunohistoquuímicos han demostrado que aproximadamente el 25% de las
células de la cápsula fibrosa son linfocitos T y muchos de éstos están activados (O’Brien et
al., 1996; Hansson et al., 1989), por lo que se puede considerar que en el desarrollo de la
aterosclerosis también participa de alguna forma una respuesta inmune. Estos linfocitos T
pueden liberar factores tales como IL- 113 e IFN-y que pueden promover o retardar el
desarrollo de la lesión (Hansson, 1994; Kisbikawa et al., 1993). Los antígenos que
provocan esta respuesta no se conocen bien todavía, pero como principales candidatos,
entre otros, destacan los constituyentes de las lipoproteinas modificadas, fragmentos de
Apo B y las llamadas proteínas de choque térmico (Frostegard et al., 1996; Kiessling et al.,
1991). De los distintos fenotipos de los linfocitos T, el predominante en los estadios
iniciales de la lesión es el CD8+ que responde a antígenos de la clase FILA de clase 1
(Benditt et al., 1983).
Como se ha podido comprobar en algunos modelos experimentales (Richarson et al.,
1994), el reclutamiento de linfocitos T se produce como consecuencia de la expresión focal
en el endotelio de moléculas de adhesión como el VCAM-l (Jang et al., 1994), a las que se
unen receptores de superficie denominados integrinas (CDl l/CDl8) que se expresan en los
linfocitos. Estos entran en la íntima siguiendo un gradiente de concentracion de agentes
quimiotácticos, como el MCP-l o fragmentos peptidicos (C3a, C5a) producidos por la
activación del complemento (Seifert et al., 1989). Una vez en la íntima son activados por
niacrófagos y ambos van a producir citoquinas que actúan sobre las células endoteliales,
CML, macrófagos y células espumosas para regular la expresión de moléculas de adhesión,
quimiotaxis, actividad procoagulante, proliferación, contractilidad y toma de colesterol,
mcrementándose de este modo el tamaño de la lesión.
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5.- MATRIZ EXTRACELULAR VASCULAR
La matriz extracelular está formada por una serie de componentes que no sólo
mantienen la estructura de la pared del vaso, sino que también regulan eventos claves de su
fisiología al interaccionar con las células vasculares, participando en la regulación de la
adhesión, migración y proliferación durante el desarrollo vascular.
La composición de la matriz extracelular está controlada por una regulación
coordinada y diferencial de la síntesis y reciclamiento de cada uno de sus componentes. Esta
regulación produce diferencias en la composición de la matriz durante el desarrollo vascular
entre las distintas capas de la pared del vaso. El conecto balance de los componentes de
cada capa es esencial para el mantenimiento de la integridad de la pared vascular y para su
resistencia a roturas y hemorragias. Un disbalance entre la síntesis y degradación de la
matriz extracelular conduce a que la lesión progrese.
Los principales componentes de la matriz extracelular se muestran en la tabla IV, de
ellos los más importantes son los colágenos. De los 19 subtipos de colágenos genéticamente
distintos que se conocen, seis están presentes en los vasos (1, III, IV, V, VI, VIIi)
(Rauterburg et al., 1993; Katsuda et al., 1992).
5.1- COLAGENOS
Los colágenos son componentes muy importantes de la lesión aterosclerótica, no
sólo porque representan su principal constituyente extracelular sino porque también juegan
un papel decisivo en la hemostasis y trombosis a través de la estimulación de las plaquetas
(Barnes, 1985). Su presencia en la cápsula fibrosa es esencial ya que las cápsulas delgadas y
con escaso contenido en colágeno son más propensas a la rotura (Loree et al., 1992). Esto
se ha visto en placas de aorta humana donde aquellas que han sufrido rotura tenian menos
colágeno que las intactas (Burleigh et al., 1992).
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Van der Wal y colaboradores han observado que las placas coronarias más fibrosas,
que son las más resistentes a la rotura, tienen más contenido en colágeno y en CMLs,
mientras que las más ricas en lípidos tienen una cápsula fina compuesta por una matriz lasa
y con infiltrados de macrófagos y células T (van der Wal et al., 1994).
Tabla V. Algunos de los componentes de lb matriz extracelular vascular
Fibras de colágeno Membrana basal
Colágeno tipo 1 Colágeno tipo IV
Colágeno tipo III Colágeno tipo VIII
Colágeno tipo lv Lammina
Colágeno tipo V Perlecano
Colágeno tipo VI Proteoglicanos
Glicoproteinas Ac. bialurónico
Fibronectina Versicano
Trombospondina Decorina
Tenascina Biglicano
Osteopontina Lumicano
Fibras elásticas Perlecano
Elastina
Fibrilina
De los distintos tipos de colágenos, el colágeno 1 es el mayoritario, representando el
80-90% de los colágenos totales del vaso (Rekhter et al., 1993; Sakata et al., 1993). En la
enfermedad vascular, su expresión se produce principalmente en la cápsula fibrosa y
regiones vascularizadas de placas primarias, presentando mucho menos colágeno 1 el centro
de la placa donde el contenido lipídico es mayor. Este colágeno no sólo participa en el
mantenimiento de la estructura de la placa sino que también interacciona con las CMLs
induciendo el cambio del fenotipo contráctil al sintético (Bames et al., 1985).
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6.- EL FACTOR NUCLEAR-xB EN LA PATOLOGIA VASCULAR
NF-icB es el nombre genérico de una familia de factores de transcripción diméricos
(NF-icB,’Rel), formados por monómeros que tienen una región de aproximadamente 300
aminoácidos denominada Rel, que se une a la secuencia específica (KB) del DNA, presente
en el promotor de los genes que regula.
La forma clásica del NF-KB es un heterodimero (p50-p65) que se encuentra en
forma inactiva en el citoplasma formando complejo con su inhibidor IicB (Bauerle et al.,
1996) (Figura 6). La activación de NF-KB, por diversos factores como mediadores
inflamatorios (Thamos et al., 1995), virus, LDL minimamente modificadas (Berliner et al.,
1995) o fuerzas de cizalla (Khachigian et al., 1995), implica la disociación del IicB, previa
fosforilación y posterior degradación (Sun et al., 1993), y la translocación del heterodímero
al núcleo uniéndose a la secuencia específica del DNA.
Este factor controla la transcripción de múltiples genes de proteínas relacionadas
con procesos inflamatorios, incluyendo genes de moléculas de adhesión (Collins et al.,
1995), quimioquinas como MCP-l e IL-8 (Ueda et aL, 1994; Ferran et al., 1995) y el PDGF
(Khachigian et al., 1995). Por este motivo el NF-icB es un elemento clave en la respuesta
inflamatoria y representa una diana molecular interesante para el desarrollo de terapias anti-
inflamatorias.
Otro factor de transcripción nuclear implicado en la aterosclerosis es la proteína
actuvadora-l (AP-l) (Karin, 1995), formado por las proteínas cJun y cFos que dan lugar a
liomo o heterodímeros (Jun-Jun o Fos-Jun). El AP- 1 está implicado en la regulación de
genes relacionados con el crecimiento (Angel et al., 1990) y con la expresión del colágeno 1,
principal proteína de matriz que se encuentra en las lesiones ateroscleróticas (Chung et al.,
1996).
24Introducción
p5o
Transcripción de genes
Figura 6. Esquema de la activación del factor nuclear-rB. El factor nuclear KB es un complejo
dimérico que se forma por la combinación de los distintos miembros de la familia Reí, como es el
caso del p50 y p65, dicho complejo se encuentra inactivo en el citoplasma al estar unido a una
proteina inhibitoria denominada IicB. El NF-icB puede ser activado por múltiples estímulos
extracelulares que activan una serie de señales de transducción que conducen a la fbsforilación del
liB y a su posterior degradación. Esto permite la translocación del dímero al núcleo donde se une al
DNA, participandode este modo en la activación de la transcripción de diversos genes implicados en
la respuesta inflamatoria.
Señales
citoplasma
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7.- SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA VASCULAR
El sistema renina-angiotensina (SRA) desarrolla un importante papel en la
homeostasis circulatoria (Dzau et al., 1991). En el SRA sistémico, la renina segregada por
el riñón convierte en angiotensina 1 cl angiotensinógeno segregado por el hígado (figura 7).
Finalmente, la angiotensina 1 es convertida en angiotensina II (Mg II) por el enzima de
conversión de la angiotensina (ECA) presente principalmente en el endotelio vascular
pulmonar. Sin embargo, se ha demostrado que los componentes del SRA también son
sintetizados por las células de la pared vascular (Diet et al., 1996; Lindpainter et al., 1993).
Angiotensinógeno
4— Renina Productos ínacttvos
Anglotensina ¡
~m
Bradiquin¡na
~ L-Arginina ENDOT
~ ¡
ntracc¡on Crecimiento CGMP 1 ¡ CML
renon Diterenciacion Relajankn 3 3
Figura 7. Esquema de los componentes del sistema renina-angiotensina.
Abreviaturas: ECA: enzima de conversión de la Angiotensina; NOS: óxido nítrico sintasa; NO:
óxido nítrico; ENDOT: endotelio; CML: célula muscular lisa.
Sólo existen dudas de que la renina sea sintetizada en la propia pared vascular o
simplemente sea captada del plasma. En todo caso, lo importante no es su procedencia sino
el hecho de que una vez en la pared vascular parece regularse de manera independiente a la
plasmática (Dzau es al., 1994).
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La confirmación a nivel experimental de que la concentración de ECA tisular es la
que controla la producción local de Aixg II (Rakugi et aL, 1994; Schunkert es al., 1990)
demuestra que el SRA tisular es regulado independientemente del plasmático. La ECA no
sólo produce Ang II, sino que también inactiva la ruta de las bradiquininas, que son potentes
factores vasodilatadores y antiproliferativos (Hornig es al., 1997).
7.1.- ANGIOTENSINA II Y PATOGENIA VASCULAR
La Ang II es un potente vasoconstrictor que actúa a través de diferentes subtipos de
receptores; existen al menos dos grandes grupos, denominados AT1 y AT2 que se
diferencian por su unión a antagonistas, susceptibilidad a agentes reductores y segundos
mensajeros. La mayoría de los efectos cardiovasculares de la Ang II están mediados por el
receptor AT1, mientras que el papel de los receptores AT2 no está muy claro (Reagan et al.,
1996).
La Ang II puede producir estrés oxidativo (Oskarsson et al., 1997) y elevar la
presión sanguínea alterando de este modo la estructura y función arterial. La hipertensión
puede incrementar la permeabilidad de las CE (Wiener el al., 1969) y producir una serie de
cambios en dichas células que inducen aumento de la adherencia de leucocitos, acumulación
de CML y macrófagos en el espacio subendotelial e incremento de la matriz extracelular
(Takasaki et al., 1990).
En los últimos años se viene considerando a la Mg II como una citoquina más ya
que parece estar implicada en la proliferación celular y en el acúmulo de matriz extracelular
(Egido, 1996). Además, tiene un efecto directo sobre el desarrollo y migración de las CML
al activar la expresión de factores de crecimiento como el PDGF, FGF y TGF-jB (Itoh et al.,
1993; Gibbons et al., 1992). También hay evidencias que muestran que la Mg II es
quimiotáctico de monocitos (Goetzel et al., 1980) y tiene la capacidad de estimular la
transformación de monocitos a macrófagos en presencia de LDLox y estos a su vez en
presencia de estas lipoproteinas pueden provocar la expresión celular de ECA y
posiblemente la síntesis de Mg II (Dzau et al., 1996). Estos datos sugieren que el sistema
remna-angiotensina está implicado en la formación y progresión de la placa aterosclerótica.
27Introducción
7.2.- EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LA ECA EN LA ATEROSCLEROSIS
Pocos fármacos han tenido un impacto tan marcado en la Cardiología actual como
los inhibidores de la ECA (iECAs). Se trata de un grupo de fármacos que se usaron en un
principio como bipotensores y posteriormente han mostrado su eficacia en pacientes con
disfunción sistólica ventricular izquierda (DSVI), como se ha podido comprobar en ensayos
clínicos como el CONSENSUS (The CONSENSUS Trial study group, 1987) y el SOLVD
(The SOLVD ínvestigators, 1991) ya que disminuyen la mortalidad cuando se añaden al
tratamiento convencional (Digoxina y diuréticos). De igual modo, si se administran tras un
infarto de miocardio con DSVI, previenen la dilatación ventricular y reducen la mortalidad
(Pfeffer et al., 1992). En los últimos años ha comenzado a especularse con la posibilidad de
que, además, tengan acción antiaterogénica y puedan disminuir la incidencia de eventos
isquémicos agudos ya que en los estudios SAVE (Pfeffer et al.., 1992) y SOLVD, reducían
la incidencia de angina inestable y de infarto de miocardio en un 15% y un 23%,
respectivamente.
7.2.1.- Efecto sobre la formación y progresión de la placa
En el estudio TREND (Mancini et al., 1996), se ha visto que la administración del
iECA quinapril durante seis meses normaliza la función endotelial en un 22% de los
pacientes que previamente presentaban disfúnción endotelial, esta acción se debe
probablemente a una menor degradación del NO, potente vasodilatador, por una reducción
de la producción de radicales superóxido o a un aumento de la síntesis de NO.
Por otra parte, se sabe que una vez producido el daño endoteial, la Mg II al ser
quimiotáctica puede estimular la migración de neutrófilos y macrófagos hacia el interior del
vaso (Farber et al., 1990) y además estimula el crecimiento y proliferación de CML, puesto
que induce una serie de proto-oncogenes (c-fos, c-myc), citoquinas y factores de
crecimiento como el PDGF (Lonn et al., 1994). Estos hechos hablan en favor de que los
iECAs puedan interferir con las fases de formación y progresión lenta de la placa
(Chobanian et al.. 1990), aunque ésto sólo se ha confirmado a nivel experimental (Clozel et
al., 1993; Beil et al., 1990) y no en humanos.
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7.2.2.- Efectos de protección en la rotura de la placa
Los iECAs son eficaces en la eliminación de radicales de oxígeno citotóxicos y
LDLox, que son altamente aterogénicas y pueden ser captadas por los macrófagos que se
van acumulando en la placa. En este sentido, se ha comprobado que el tratamiento con
iECAs disminuye la infiltración de macrófagos y su contenido en colesterol en el modelo de
aterosclerosis de conejo lúperlipémico, aumentando la matriz extracelular (Chobanian et al.,
1990). Así pues, es posible que los iECAs reduzcan la tasa de eventos isquémicos agudos
disminuyendo el inflitrado de macrófagos que, como hemos visto, pueden debilitar la placa
y hacerla más susceptible a la rotura. Sin embargo, estos efectos no se han comprobado
hasta ahora en un modelo de aterosclerosis inducido por hiperlipemia y daño vascular. Las
lesiones asi obtenidas tienen componente fibroso, celular y graso, y son más parecidas a las
presentes en la aterosclerosis humana. Por otra parte no se ha descrito a qué nivel actúan
los iECAs para reducir el infiltrado de macrófagos.
Otros autores han propuesto que los iECAs podrian reducir la incidencia de la rotura
de la placa al disminuir la tendencia alvasoespasmo, producido por la liberación de factores
vasoconstrictores como la endotelina-l. Sin embargo se trata de una hipótesis que no ha
sido demostrada (Lonn el al., 1994).
7.2.3.- Efecto en la trombosis de la placa
No toda rotura de placa da lugar a un trombo oclusivo y, por tanto, a un evento
isquémico agudo (Davies, 1997). El tamaño del trombo puede variar según el sustrato
trombogénico de la placa y el estado de los mecanismos de coagulación y fibrinolisis en ese
momento.
Estudios recientes en humanos muestran la implicación de la Ang fl en la atenuación
de la tromboilsis al estimular el inhibidor del activador del plaminógeno (PM) (Feener et al.,
1995; van Leeuwen et al., 1994). Esto potenciaría la trombogénesis que sigue a la rotura de
las placas y haria más probable que resultaran en una oclusión total o subtotal del vaso,
dando lugar a los eventos isquémicos agudos (infarto de miocardio, angina inestable e,
incluso, muerte súbita).
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Parte de los efectos beneficiosos de los iECAs en la enfermedad coronaria pueden
deberse a que interfieren con la formación de trombos sobre la lesión aterosclerótica. Así, se
ha visto ¡ti vivo que reducen la agregación plaquetaria y la sensibilización a sustancias
proagregantes inducida por la Ang II (Swartz es al., 1990). Además, como la expresión de
PAl aumenta en presencia de Mg II (Vaughan et al., 1995) así como en respuesta al daño
vascular en la neointima de la carótida de rata (Hamdan et al., 1996), la administración de
iECAs puede favorecer la fibrinolisis.
Por otra parte, los iECAs aumentan la producción endotelial del activador del
plasminógeno (t-PA) ¡ti vivo al evitar la degradación de la bradiquinina (Smith et al., 1985),
e incrementan la producción de uroquinasa en cultivo de células endoteliales (BeIl et al.,
1992). En humanos, se ha demostrado que el Captopril reduce el incremento de los niveles
plasmáticos de PAI-l (Wright et al., 1994) que se produce en el post-infarto agudo de
miocardio (1AM) y que podría constituir un factor de riesgo para reinfarto (Hamsten et al.,
1987).
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8.- LOS INHIBIDORES DE LA HMG-CoA REDUCTASA
Las evidencias experimentales y epidemiológicas que asocian los niveles de
colesterol elevados, especialmente el colesterol LDL, y un riesgo aumentado de enfermedad
coronaria (LaRosa et al., 1990; Pekkanen et al., 1990) han producido un enorme interés por
el desarrollo de fármacos que reduzcan este riesgo; de este modo la inhibición de la síntesis
de colesterol se ha convertido en uno de los objetivos principales del desarrollo
farmaceútico.
A pesar de su reciente introducción para el uso clínico, los fármacos
hipolipemiantes han demostrado una alta eficacia en reducir la incidencia de eventos
isquémicos (Brown et al., 1996 ) y concretamente, los inhibidores de la HMG-CoA
reductasa o estatinas disminuyen la mortalidad total y coronaria, tanto en prevención
primaria (Shepherd et al., 1995) como secundaria (The 4S investigators, 1994). Estos
efectos no son explicables por la escasa reducción en la progresión de las lesiones
ateroscleróticas que consiguen (Brown et al., 1996) y se han atribuido a una posible acción
estabilizadora de la placa. Por otra parte, los inhibidores de la HlvIG-CoA reductasa han
demostrado, en modelos experimentales, que son capaces de estabilizar la placa
aterosclerótica cuantitativamente (Dowell et al., 1995; Shiomi et al., 1995).
Una de las razones por las que la terapia dietética tiene una efectividad limitada para
reducir los niveles de colesterol, es que la mayor parte de éste no se ingiere con la comida,
sino que es fabricado en el hígado mediante el proceso de biosíntesis. Las estatinas reducen
los niveles de colesterol al inhibir el paso limitante en la ruta de biosíntesis de este: la
conversión del 3-hidroxi-3-metilglutari¡ coenzima A (HMG-CoA) en mevalonato mediante
el enzima HMG-CoA reductasa (Figura 8). El bloqueo de este enzima deplecciona las
células de derivados del ácido mevalónico, entre los que se encuentran los isoprenoides
(Goldstein et al., 1990). La prenilación de proteínas representa un nuevo tipo de
modificación post-traduccional y las proteínas isopreniladas juegan un papel fundamental en
numerosos procesos celulares (Guijarro et al., 1997). Las proteínas de la familia Ras
(proteinas G implicadas en la transducción de la señal desde diferentes receptores) son
activas cuando están asociadas a la membrana y esta asociación depende de su unión
covalente a un isoprenil de 15 carbonos (famesil).
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La expresión de formas activadas de Ras conduce a una activación de la
transcripción específicamente a través del factor nuclear icB (NF-KB) (Finco et al., 1993).
La disminución de la producción del colesterol endógeno induce un aumento de la -
expresión de receptores LDL, en la superficie de los hepatocitos, a los que se unen las LDL
circulantes, reduciéndose los niveles de colesterol.
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Figura 8. Ruta de biosíntesis del colesterol
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8.1., LAS ESTATINAS COMO TRATAMIENTO DE LA ATEROSCLEROSIS
El tratamiento de la aterosclerosis es un campo de investigación muy activo, donde
se van diseñando nuevos fármacos que están siendo ensayados tanto a nivel experimental
como clínico; el primero de éstos fije la compactina (Endo es al., 1976), seguido por
lovastatina (Aiberts, 1980), nravastatina (Tsujita es al., 1986), simvastatina (Stukker et al.,
1985) y fluvastatina (Kathawala, 1991). Todos estos compuestos tienen un estructura de
anillo similar al mevalonato (Figura 9) diferenciándose en su forma activa que puede ser con
anillo abierto y con carácter hidrofilico (pravastatína y fluvastatina) o anillo cerrado y con
carácter hidrofóbico (lovastatina y simvastatina). Estas características les confieren distintos
niveles de eficacia (Bocan el al., 1994; Davignon et al., 1992).
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Figura 9. Formas estructurales de distintas estatinas.
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Por otro lado, algunos estudios sugieren que los niveles elevados de triglicéridos
plasmáticos también se correlacionan con un mayor riesgo de enfermedad coronaria, en
especial cuando este tipo de dislipemia se asocia a unos niveles bajos de colesterol HDL
(Assniann el al., 1992; Patsch es al., 1992).
En este sentido, estudios recientes implican a los niveles elevados de trigjicéridos
con el incremento de algunos factores de coagulación (VIL, VILIO y X~) y con un aumento
del PM-l (Silveria es al., 1994; Asplund-Carlson es al., 1993). Todo esto ha conducido a la
obtención de un nueva estatina (Figura 9) denominada atorvastatina (Atv) que además de
reducir los niveles de colesterol total y LDL, disminuye los triglicéridos (Bocan et al.,
1994). En trabajos previos a nivel experimental atorvastatina es superior a lovastatina y a
simvastatina en la reducción de la lesión aterosclerótica, atribuyéndose en parte a su acción
directa sobre la pared vascular por su mayor caracter lipofilico y su posible mayor afinidad
por el enzima (Bocan et al., 1994).
En resumen, los datos experimentales y los obtenidos en ensayos clínicos
preliminares sugieren que las estatinas constituyen herramientas importantes dentro del
arsenal terapeútico para tratar la hipercolesterolemia y para la prevención de la
aterosclerosis.
II.- OBJETIVOS
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Los síndromes coronarios agudos (SCA) se deben a la formación de un trombo
sobre la placa aterosclerótica fundamentalmente por la rotura de la misma. En esta rotura
juega un papel muy importante la inflamación, ya que las placas inestables presentan un gran
infiltrado de macrófagos. En los últimos aflos, se ha visto que los inhibidores de la ECA y,
sobre todo los inhibidores de la HMG-CoA reductasa son capaces de reducir la incidencia
de SCA, aunque no se conoce el modo en que actúan. En el presente trabajo, pretendemos
estudiar en un modelo de aterosclerosis focal los mecanismos por los cuales la inhibición de
la ECA y del HMG-CoA reductasa podrian estabilizar las placas ateroscleróticas,
centrándonos fundamentalmente en sus posibles acciones sobre el componente inflamatorio
de las mismas.
Los objetivos concretos son los siguientes:
A. Evaluar en un modelo de aterosclerosis experimental el efecto del inhibidor de la ECA
quinapril sobre diferentes parámetros relativos a la estabilidad de la lesión aterosclerótica:
1. Infiltrado de macrófagos y presencia de colágeno 1.
2. Presencia de quimioquinas: MCP-1 e IL-8.
3. Citoquinas proinflamatorias: LL-fli y TNF-a.
4. Proliferación de CML: PDGF-B.
5. La activación de NF-xB: factor nuclear implicado en el control de la transcripción
de quimioquinas y la proliferación de CML. En esta parte nos centraremos tanto en
su activación como en su localización en la lesión.
B. Determinar en un modelo similar el efecto de aton’astatina, un potente inhibidor de la
HMG-CoA reductasa, sobre el infiltrado de ¡nacrófagos y la expresión de MCP-l,
definiendo la implicación del factor nuclear KB en este proceso.
C. Estudiar ¡ti vitro la participación de la Ang II y las LDL en la expresión de MCP-l, y
su efecto sobre la activación del factor nuclear que lo regula, el NF-KB en dos de los
principales tipos celulares implicados en la patogenia de la aterosclerosis, los monocitos y
las CML.
III.- MATERIALES Y METODOS
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1.- MODELOS EXPERIMENTALES
1.1.- DISEÑO
Los estudios fueron realizados sobre conejos machos New Zealand de 3 a 4 Kg de
peso (media 3,4 ±0,6 1(g). Todos los animales fueron manipulados según la normativa de la
UF (BOE 223/1988 y 265/1990). Se utilizó un modelo de aterosclerosis acelerada en el que
se pretendió simular las lesiones que se desarrollan en humanos, es decir, focales, con cierto
grado de estenosis y con una composición mixta fibrocelular. La aterosclerosis fue inducida
mediante dieta hiperlipemiante combinada con desecación endotelial de un segmento aislado
de arteria femoral (figura 10), según una técnica previamente descrita (Lee Veen et al.,
1982).
Para realizar los estudios presentados en esta tesis se desarrollaron dos modelos
expenmentales:
Modelo A: donde se utilizó un inhibidor del enzima de conversión de la
angiotensina (Quinapril).
Modelo B: donde se administró un inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A reductasa (Atorvastatína).
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1.1.1.- Modelo A
Con el fin de estudiar los procesos críticos que están implicados en la formación y
progresión de la lesión aterosclerótica, se desarrolló un modelo experimental de acuerdo
con el esquema que se muestra en la figura 11. Dicho modelo consta de los siguientes
pasos:
DIA -2 DIAO
o
OlASOlA 7
o
* SIN
~¡5
• DAÑO ENDOTELIAL
• DIETA HIPERLIPEMICA
* 2% COLESTEROL
•% ACEITE CACAHUETE
—~:1 BIOLOOIA
HISTOLOGtA
Fi2ura 11. Esquema del modelo.
1.- Inicio del modelo
Se emplearon un total de 35 animales que fberon distribuidos al azar, dos días antes
de la inducción del daño endotelial, en dos grupos:
- Grupo de tratamiento (Quinapril)
- Grupo sin tratamiento.
La distribución de los animales según los estudios realizados se muestra en la tabla V.
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Tabla y. Distribución de los animales seg4n los distintos estudios
Estudios de expresión ~énca e inmunohistoanimica (n=40)
n=16 —---> Sin tratamiento
n=16 > Tratados
n=8 > Sanos a los que no se les indujo daño ni recibieron diesa aterogáiica
Determinación de la actividad del factor nuclear KB (n=18)
n=6 > Sm tratamiento
n=6 >. Con tratamiento
n=6 > Sanos
Determinación de la actividad de la ECA vascular (n=18)
n=l0 > Estos animales fueron sacrificados tras 2 días de tratamiento y
sin haber sufrido intervención quirúrgica
n8 > Sanos
II.- Inducción de la aterosclerosis
En las 24 h previas, a los animales en ayunas y antes de la inducción del daño
vascular se les extrajo sangre de la vena marginal de la oreja para determinar los niveles
plasmáticos de lípidos y ECA.
La aterosclerosis tite inducida por desecación endotelial según un método descrito
por Lee Veen (figura 10). Los animales se anestesiaron con Smg/Kg de xylazina (Rompún,
Bayer AG, Leverkusen, Alemania) y 35 mg/Kg de Ketamina (Ketolar, Parke-Davis) por vía
intramuscular. Además se realizó anestesia local mediante inyección subcutánea de
Lidocaina al 2% (Braun, Barcelona, España). Treinta mm. antes del abordaje quirúrgico,
realizado en condiciones de esterilidad, se administraron 125 mg/Kg de cefazolina
(Laboratorios Llorente, Madrid) por vía intramuscular como medida de profilaxis
antibiótica.
A continuación se deterininó la tensión arterial en la arteria femoral con un
esfigmomanómetro. Finalmente, se preparó el campo estéril y se realizó el daño vascular.
Mediante disección se expuso una arteria femoral y se aisló un segmento de unos 2 cm de
longitud mediante ligaduras. En la parte proxinial de dicho segmento se realizó una punción
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de escape y la zona distal se canuló con una aguja de 27-O, por la que se infrndió suero
salino y, seguidamente, 80 mI/xtin de nitrógeno durante 8 mm. Finalmente, se lavé de nuevo
con suero salino, se quitaron las ligaduras, se hizo hemostasia por compresión, se marcó la
zona lesionada mediante clips de titanio (Ethicon, Somerville, Nt EEIJU) y se suturó la
herida. A continuación se repitió el procedimiento en la arteria femoral contralateral.
Tras el procedimiento quirúrgico se suministró a los animales una dieta aterogénica
de 2% de colesterol y 6% de aceite de cacahuete (Letica, Barcelona) ‘ad libitum’.
lIIy IV.- Sacrificio
Un primer grupo de animales fue sacrificado a los 7 días y otro a las 4 semanas de
haberse inducido el daño.
Los conejos fueron anestesiados como en los procedimientos anteriores, y se
expusieron las arterias femorales y la aorta abdominal. Se canuló este vaso, se cortó el flujo
por encima con una ligadura para infundir suero salino y se realizó una punción de escape.
Durante la infusión, se ligó y se extrajo el segmento dañado de una arteria femoral,
destinada para estudios de biología molecular. Seguidamente se le quitó la capa adventicial,
y se congelé en nitrógeno liquido (cuando fue necesario también se extrajo la aorta). A
continuación, se sacrificó a los animales por sobredosis intracardiaca de pentotal sádico
(Abbot, Madrid) y se infundieron desde aorta 100 ml de formaldehido al 4% en PBS a una
presión de 100 mm Hg. Finalmente se ligó y extrajo el segmento lesionado de la arteria
femoral para análisis histológico. Se alternó la arteria femoral escogida para cada
procedimiento de manera que, al final, hubiera el mismo número de arterias de cada lado
para histología y para biología molecular.
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1.1.2.- Modelo B
En este modelo, evaluamos el efecto de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa
sobre las lesiones ateroscleróticas ya formadas (figura 12). Este diseño tenía como fin
simular la secuencia de acontecimientos que tienen lugar en el tratamiento de la
aterosclerosis en el ser humano. Así, el tratamiento hipolipemiante suele comenzarse
frecuentemente una vez que el paciente ha sido diagnosticado de enfermedad coronaria y
tiene lesiones ateroscleróticas establecidas.
* NO TRATAMIENTO
ATORVASTATINA (5m día)
II1
DM O 4 SEMANAS
III
8 SEMANAS
•DAÑO ENIDOTELIAL
• DIETA HIPERUPIDEMICA
• 0.5% COLESTEROL
• 14% ACEITE BE COCO
Q
• ANGIOGBAFIA
• DIETA NORMAL
• RANIDOMIZACION
• SACRIFICIO
•ART. BIOLOGLA
MOLECULAR
•ART. IUSTOLOGLA
ti
Fi2ura 12. Modelo B.
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1.- índucción de la aterosclerosis
El daño endotelial se realizó mediante el protocolo descrito anteriormente sobre un
total de 27 animales, igualmente, antes del procedimiento se les extrajo 10 ml de sangre
para determinación de lípidos plasmáticos. A continuación se les suministré una dieta
aterogénica con 0.5 % colesterol y 14 % aceite de coco (Mucedola, Italia) durante 4
semanas, manteniéndoles en jaulas individuales.
II.- Control Angiográfico
Al cabo de 4 semanas se realizó una angiografia control con el fin de excluir del
estudio a los animales que presentaran oclusión total de la arteria. Este caso se presentó en
un total de 4 conejos.
Los animales se anestesiaron por vía intramuscular y se realizó profilaxis antibiótica
de manera similar al procedimiento de daño endotelial.
Tras realizar laparotomia media, se separó el paquete intestinal y, por disección
roma, se expuso la aorta abdominal. Después de colocar una ligadura para controlar el
sangrado en dicho vaso, se canuló por debajo y se infundieron 250 j.tg de nitroglicerina para
evitar el espasmo. Un minuto después, y bajo radioscopia, se inyectaron 2 ml de contraste
(loxaglato de sodio, Hexabris 320; ROVI SA, Madrid) diluidos en 2 ml de suero salino al
0.9%. Las imágenes se grabaron en video VHS. Finalmente, tras infundir 10 mi de suero
salino, se retiró la cánula y la ligadura, se hizo hemostasia por compresión y se suturé por
planos.
Después de realizar el control angiografico, a los animales se les retiró la dieta
aterogénica, se les suministró una dieta estándar y se distribuyeron al azar en dos grupos:
- Sin tratamiento (n=9)
- Tratados con fármaco (n=7)
Además se consideró un grupo control de animales sanos no intervenidos (n7)
1111.- Sacrificio
Al cabo de 8 semanas los animales fUeron sacrificados, siguiendo el procedimiento
descrito en el modelo anterior,
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1.2.- TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
Modelo A
Son muchos los estudios que implican al sistema renina-angiotensina en el desarrollo
de la enfermedad coronaria y el infhrto de miocardio (Lonn et al., 1994). Con el propósito
de profundizar en estos aspectos decidimos emplear, en este modelo, el inhibidor del
Enzima de Conversión de la Angiotensina (iECA) Quinapril que fue donado por Parke
Davis en forma de hidrocloruro en polvo. El quinapril fue disuelto en el agua de bebida a
una dosis de 1 mg/Kg/día, calculada en función del consumo diado; también se controló el
peso de los animales para que recibiesen una dosis adecuada del firmaco.
Modelo B
El interés en el desarrollo de firmacos que reduzcan el riesgo de enfermedad
cardiovascular, como consecuencia del descenso de las concentraciones plasmáticas de
colesterol, ha ido aumentando en los últimos años. Por este motivo, en esta parte del
estudio empleamos como tratamiento un fármaco bipolipemiante, más concretamente, un
inhibidor de la HMG-CoA reductasa (enzima limitante en la ruta de síntesis del colesterol),
llamado Atorvastatina (CI-981, donada por Parke Davis). Atorvastatina (Atv) es un
potente inhibidor de la HMG-CoA reductasa, que además de bajar los niveles de colesterol
también produce un descenso de los niveles de triglicéridos en plasma. El fármaco se
suministró a los animales junto con la dieta estándar a una concentración de 5 mg/Kg/dÍa
durante 4 semanas. Para asegurar que toda la comida era consumida y de este modo
confirmar la correcta administración del fármaco, durante la primera semana los animales
recibieron 50 gr de dieta, 100 gr durante la segunda y 150 gr durante las dos últimas
semanas.
1.3.- ESTUDIOS LIFIDICOS
Los lipidos fueron analizados mediante técnicas estándar por medio de un
autoanalizador (Abbott VP Bichromatic Analyzer) y con métodos enzinúticos estándar
(bioMerieux, Lyon, France). El análisis lipidico permitió determinar el colesterol total,
colesterol LDL, colesterol HDL y triglicéridos.
Materiales y métodos 43
1.4.- PRESION SISTOLICA Y ACTiVIDAD DE LA ECA
Debido al empleo de un ¡ECA, los animales experimentaron una bajada de la tensión
arterial; ésta fue estimada empleando un esfigmomanómetro en la arteria femoral antes de
realizar la intervención quirúrgica. Por otro lado se extrajeron 10 ml de sangre de la vena
marginal de la oreja de los animales, previo ayuno, para medir la actividad sérica de la ECA.
1.4.1.- Medida de la actividad sérica y tisular de la ECA
Las determinaciones de la actividad de la ECA fueron hechas en suero y en muestras
de arteria aorta congelada. En ambos casos la actividad fue definida por un método
espectrofotométrico (Sigma) basado en la reacción enzimítica catalizada por la ECA, donde
el furilacilfenilanilgilcilgilcina (FAPGO) es hidrolizado a furaciffenilalanina (FAP). La
hidrólisis del FAPGO produce una disminución de la absorbancia a 340 mr que es
directamente proporcional a la actividad de la ECA en la muestra.
ECA
FAPGG FAP + GO
En el caso de la actividad de la ECA tisular, las muestras fueron homogeneizadas en
0.05 mol/L NaCí y 0.05% de Tritón XlOO, pH 7.5 y centrifugadas a 12000 xg durante 10
mm. a 40C. El sobrenadante resultante fue usado para el análisis.
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2.- ESTUDIOS IIISTOPATOLOGICOS
2.1.- ANÁLISIS MORFOMETRICOS
Después de fijar las arterias con formaldehido al 4% en PBS, se cortaron en piezas
de 5 mm y se incluyeron en parafina. Con un microtomo (Micron, Francia) se realizaron
cortes de 4 ¡ini de grosor, se tiñeron con orceina y se fotografiaron. El análisis
morfométrico se realizó mediante una tableta digitalizadora (Qenius 1212, Key Systems
Corp, Taiwan) conectada a un ordenador personal y el programa autoCAD 10.0 (Autodesk
AG). Las áreas de la luz vascular y las comprendidas por dentro de las láminas elástica
interna (LEí) y externa (LEE) se determinaron por píanimetria. Las áreas de la lesión y de la
media se obtuvieron de la siguiente manera:
Area de la lesión (Intima) = área de LEI - área de la luz
Area de la media (Media) = área de LEE - área de LEí
Finalmente, se valoré el cociente íntima/media y el porcentaje de estenosis
vascular (Intima/LEI x 100), seleccionando en cada arteria de cada animal, el corte que
mostraba mayor severidad de estenosis.
2.2.- INMIJNOHISTOQIJIMICA
2.2.1.- Desarrollo
Los cortes de las arterias incluidos en parafina fueron en primer lugar desparafinados
y posteriormente rehidratados. La actMdad de la peroxidasa endógena se anuló incubando
los cortes en peróxido de hidrógeno al 3%: metanol (1:1) durante 30 mm. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos:
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- Anticuerpo monoclonal para macrófagos de conejo (RAM 11, DAKO, Carpinteria,
California, EEUU) (Tsukada T et al., 1986). Para poder utilizar el anticuerpo tite necesario
una digestión enzimática previa con tripsina (Sigma España) durante 1 h. Con el fin de
bloquear la unión inespecífica se incubé el tejido con tampón bloqueante consistente en
suero de caballo al 6% y albúmina de suero bovino (BSA) al 4% en PBS a pH 7 (lh). El
anticuerpo se diluyó a una concentración final de proteína de 84 hg/ml en suero de caballo
al 1% y BSA al 4% en PBS, aplicándose durante otra h.. El anticuerpo secundario, anti-IgG
de ratón conjugado con peroxidasa (HRPO, Seralab, Sussex, Inglaterra), se diluyó a 1:100
en BSA al 4% y se incubé durante 30 mm.
- Anticuerpo monoclonal para células musculares de conejo (HHF35, ENZO
Diagnostics, New York, EEUU) (Gown AM et al., 1985). Los tejidos se incubaron durante
1 h. con tripsina (Sigma) para facilitar la exposición de los antígenos. Se utilizó como
tampón bloqueante suero de cabra al 6% y 4% de BSA en PBS (1.30 h). El anticuerpo
primano se incubé directamente y al transcurrir 1 h. se aplicó el anticuerpo secundario
arriba indicado.
- Anticuerpo voliclonal para MCP-J humano (Immugenex Corp., Los Angeles,
California, EEUU). Este anticuerpo pudo utilizarse al presentar reacción cruzada con
conejo. La unión no específica fue bloqueada incubando el tejido 1 h. en tampón bloqueante
(6% de suero de caballo y 4% de BSA en PBS). Transcurrido este tiempo se añadió el
anticuerpo a una concentración de 70 ¡ig/mi diluido en 1% de suero de caballo y 4% de
BSA en PBS durante toda la noche a 40C. El segundo anticuerpo, antí IgO de cabra
producido en burro y conjugado con peroxidasa (The Binding Site, Binningham, Reino
Unido) se diluyó 1:100 en4% de BSA en PBS y se incubé durante 30 mm.
- Anticuerpo policlonalpara colágeno 1 (Southern Biotechnology, Associates, INC.
Birmingham, EEUU). Se realizó una digestión enzimática, del tejido con tripsina 20 mm.,
previa a la incubación con el tampón de bloqueo (2% suero de caballo, 1% BSA en PBS)
durante 10 mm. Finalizado este tiempo se añadió el anticuerpo primario a una dilución 1:20
durante toda la noche a 40C. Las secciones se incubaron con el mismo anticuerpo
secundario utilizado para el MCP-1 durante 1 h.
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En todos estos casos, las preparaciones fueron reveladas durante 10 mm a
temperatura ambiente con 0.05% 3,3’-diaminobenzidina (Dako) y 0.01% de peróxido de
hidrógeno en PBS (solución sustrato para peroxidasa que desarrolla una coloración
marrón). Finalmente, las muestras se tiñeron con hematoxilina, se deshidrataron y se
montaron en Pertex (Medite, Alemania).
- Anticuerpo monoclonal antí IL-8 humana (IMMUGENEX Corp. Los Angeles,
Ca, EEUU). Los tejidos se incubaron durante 1 h con tampón de bloqueo (6% suero de
cabra y 4% BSA en TBS). Transcurrido este tiempo se añadió el anticuerpo primario a una
concentración de 50 vgr/ml diluido en tampón de bloqueo (1% suero de cabra y 4% BSA
en TBS), durante toda la noche. El anticuerpo secundario, un anti IgO de ratón producido
en cabra y conjugado con biotina, se incubó durante 1 h., al cabo de la cual se añadió el
complejo Estreptavidina-biotina/fosfatasa alcalina (StreptABComplex/AP, DAKO X/S
Denmark) durante 30 mm. para poder amplificar la señal. A continuación se aplicó solución
de sustrato para fosfatasa alcalina ( Fast Red Substrate System, DAKO Corp. Carpinteria,
CA, USA) (lQ mm), que desarrolló una coloración roja. Para terminar, las muestras se
contrastaron con hematoxilina y se montaron en glicerol.
Para descartar que existiera tinción no específica, en cada ensayo se incluyó un
control negativo sin el anticuerpo primario o con un suero no específico.
2.2.2.- Doble inmunoltistoquimica
Desarrollamos esta técnica con el propósito de comprobar la localización de los
macrófagos y las células de músculo liso en la lesión. Se utilizaron los anticuerpos descritos
arriba (anti-RAM1 1 y anti-HIHIF35) pero en este caso se empleó un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa para las CML y otro conjugado con fosfatasa alcalina para los
macrófagos, de esta forma aparece una coloración marrón y roja respectivamente, que
permite distinguir dichas células.
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2.3.- HIBRIDACION INSITU
Secciones de 4jim de tejido incluido en parafina, se montaron sobre portaobjetos
pretratados (ALPES al 2% en acetona), se desparafinaron en xilol, se rehidrataron y se fijaron
con 1.5% paraformaldehido-l.5% glutaraldehido (10 mm.). A continuación las muestras se
trataron con levamisol 5 mM (30 mm., t.a) y se digirieron con HCI 0.2 N (20 mm.) y
proteinasaK 0.1 M Tris pH 7.8, 0.005 M EDTA, 0.5% SDS (y/y). Después, los tejidos se
refijaron, deshidrataron y se secaron. Las muestras se hibridaron a 42 oc en cámara húmeda
durante toda la noche en una solución de hibridación (2x SSC, lx Denhardt, 0.1 M fosfato
sódico pH 6.5, sulfato de dextrano 10%, formamida desionizada 40%, complejo de
ribonucleasa Vanadyl 24 mM y tRINA de levadura 0.5 mg/mI) en presencia de 0.4 ng/pl de
ribosonda desnaturalizada marcada con digoxigenina. El exceso de sonda se lavó con 2x
SSC (5 mm.) y 0.2x SSC (3 mm.). Finalmente el experimento se reveló con un anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina, y posterior incubación con NBT
(0.4%)/X-fosfato (0.75 ml de 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato, sal de toluidina, 50 mg/ml
en dimetilformamida) (0.32%) (y/y) (10-30 mm.). La reacción se detuvo lavando con 10
mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA. Como control negativo se realizaron experimentos en
presencia de la ribosonda sentido marcada con digoxigemna.
2.3.1.- Ribosondas empleadas. Marcaje
Se utilizó una ribosonda para PDGF-B (462 pb) de rata, que se preparó mediante
RT-PCR usando los siguientes cebadores:
(5’): 5’-CTO AGO OGOATC CCA flC-3’ (3’): 5’-CCT CCA G%JOTCA CTG TGO-3’
La RT-PCR se realizó con extractos de RNA de higado de rata que sirvieron como
moldes. Tras la transcripción reversa, la PCR se llevó a cabo bajo las siguientes
condiciones: desnaturalización (94 0C, 1 mm.), unión (57 0C, 1 mm.), y elongación (72 0C, 2
mm.) durante 40 ciclos. El producto de RT-PCR se ligó al vector PCR~ 3 (Invitrogen,
USA). Las ribosondas del PDGF-B, sentido y antisentido, se sintetizaron a partir del
vector linearizado, mediante las polimerasas 5% y T7 respectivamente en presencia de
digoxigenina-1 l-UTP, (DIG RNA labeling kit, Boehringer-Mannheim, Alemania).
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2.4.- CIJANTIFICACION
En cada animal se eligieron las secciones que presentaban la máxima estenosis. Se
llevó a cabo un aná]isis morfométrico computerizado, con el sistema de análisis de imagen
semiautomático Cue-2 (Olympus). Las preparaciones arteriales teñidas con los anticuerpos
se digitalizaron con un microscópio Olympus (BH-2) conectado a una video cámara CCD y
al sistema de análisis de imagen Cue-2. Tras la adquisición de la imagen, un rango de
valores de grises de O a 255 fue asignado a cada pixel. Las áreas marcadas en la íntima y la
media se delimitaron; de esta forma el análisis automático se llevó a cabo estableciendo en
primer lugar un nivel umbral, seguido de una mejora en la imagen (convirtiendo los pixels
próximos al blanco a blanco, los próximos al negro a negro y extendiendo los restantes
pixels uniformemente sobre los rangos de valores de los niveles de grises) y finalmente se
realizó una segmentación (transformando la imagen a otra imagen binaria). De esta forma se
obtuvo una valoración en ¡im2.
La cuantificación de la hibridación jn situ (PDGF) y de la inmunohistoquimica de los
anticuerpos ]IL-8 y Col 1 no se pudo realizar mediante el analizador de imagen arriba
descrito, por lo que se llevó a cabo una valoración arbitraria por dos observadores distintos,
sin conocimiento del grupo al que pertenecían los animales estudiados. Se asignó un valor
arbitrario de O a 3 según la intensidad de la tinción que mostraba cada preparación y se
calculó el valor medio para cada animal.
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3.- CULTIVOS CELULARES
3.1.- CELUILAS MUSCULARES LISAS (CML)
Las CML fueron aisladas de aorta torácica de rata y cultivadas según el método de
Owens modificado (Owens OK et al., 1986). Brevemente, la grasa adherida y el tejido
conectivo de la aorta torácica fueron cuidadosamente retirados, los vasos fueron abiertos
longitudinalmente y premcubados en DMEM (Whitaker, Waflcersville, MD), conteniendo 1
mg/ml de colagenasa (tipo II, 290 U/mg), penicilina (10 U/mi) y estreptomicina (100 ~xg/ml)
(Sigma) durante 15-20 mm a 370C en 95% de aire y 5% de CO2. Las aortas se cortaron en
piezas de 1 mm de longitud, y se incubaron 1.5-2 h más con colagenasa. Tras lavar dos
veces con PBS para separar las células, éstas se contaron y se sembraron en DMEM con
suero de ternera fetal (SU) al 10% en frascos de plásticos de cultivo (Costar, Cambridge,
MA) a una concentración de ío4 células/cm2. Los pases se hicieron a intervalos de 2
semanas y se usaron las células entre los pases 20 y l0&
3.2.- LINEA CELUILALR U937
Las células U937 (línea celular monocítica humana) se obtuvieron de la ATCC
(American Type Culture Collection, Rockville, Maryland) (1593-CRL) y se cultivaron en
medio de cultivo RPMII (BioWhitaker) suplementado con 2 mM de glutamina, 50 U/ni] de
penicilina, 50 hg/ml de estreptomicina y con 51W al 10%.
4.- AISLAMIENTO DE LDL
Las LDL humanas se auslaron del plasma de sujetos normolipémicos mediante
ultracentriflugación secuencial en el intervalo de densidad de 1.019 a 1.063 Kg/L. Tras su
aislamiento, las lipoproteinas se dializaron en PBS con 10 gmoVL de EDTA, se pasaron a
través de un filtro de 0.45 ¡.ini, se diluyeron a 1 mg/ml y se almacenaron a 40C en atmósfera
de N
2, para evitar su oxidación durante un máximo de 2 días antes de ser usadas. La
presencia de endotoxinas en las preparaciones se descartó mediante el ensayo Lirnulus
(Whittaker Bioproducts).
50Materiales y métodos
5.- ESTUDIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
5.1.- EXTRACCION DE RNA
Las arterias, previamente congeladas en nitrógeno líquido, fUeron pulverizadas en
una cámara metálica congelada. En el caso de las células, su crecimiento se detuvo por
incubación en medio con STF al 0.5% durante 48 h. y posteriormente se incubaron con los
correspondientes estímulos. En ambos casos el RINA total se obtuvo utilizando la técnica
del isotiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo en medio ácido (Chomezynski et al.,
1987). Tejido y células se lisaron por tratamiento con 0.8 ml de solución de lisis de RNA
(isotiocianato de guanidina 4 M, citrato sódico 25 mM pH 7, N-laurilsarcosina 0.5% (p/v)
y 13-mercaptoetanol 0.1 M) añadiéndose secuencialmente, 0.8 ml de fenol (equilibrado en
tampón Tris lOmM con EDTA 1 mM pH 7.6), 80 gí de acetato sódico 2 M a pH 4.0 y 160
h1 de una mezcla cloroformo/isoamilico (relación 49:1) (y/y). Con esta extracción se
consiguió eliminar el DNA y las proteínas de la fracción celular inicial, quedándonos con el
RNA contenido en la fase superior acuosa. El RNA se precipitó a -20 0C con isopropanol
durante un minimo de una h. Se centrifugó durante 30 mm y el precipitado resultante se
resuspendió en 0.3 ml de la solución de lisis de RNA, se volvió a precipitar a -20 0C con un
volumen equivalente de isopropanol, se lavó con etanol al 70% y, una vez seco, se
resuspendió en H
20 tratada con dietil pirocarbonato.
La concentración y pureza del RNA se determinó por espectrofotometría a 260 y
280 nm. La absorbancia a 260 nm nos indica la concentración del RNA (1 unidad de
absorbancia corresponde a 40¡.±g/ml),mientras que la relación 260/280 nos indica su pureza
(una relación cercana a 2 corresponde a un RNA sin contaminación proteica).
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5.2.- NORTHERN BLOT
En los estudios iii vivo, ante la insuficiente cantidad de RNA obtenido de cada
animal para poder hacer un Northem blot, se decidió emplear 5 ¡ig de RNA de cada animal
del mismo grupo para hacer una mezcla, cogiendo 20 ¡xg de ésta. Para los estudios iii vitro
se utilizaron 30 ~igde RNA de las células. Las muestras (20-30 ~.±gde RNA/pocillo) se
desnaturalizaron en formamida 50%, formaldehido 6%, MOPS lx (MOPS 0.1 M pH 7,0,
acetato sódico 40 mM, EDTA 5 mM) y 2 h1 de bromuro de etídio (0.5 mg/mi) durante 15
mm. a 55 0C y se enfriaron rápidamente en hielo (para evitar su renaturalización). Se
añadieron 3h1 de tampón de carga (glicerol 30% (y/y), azul de bromofenol 0.25% (p/v) y
xilen cianol 0.25% (p/v)) y se cargaron en un gel de agarosa al 1% (Promega, Madison, WI,
EEUU) en condiciones desnaturalizantes (6% de formaldehido y MOPS lx) (y/y) en
presencia del tampón TAE (Tris-HCL 12 mM pH 7,0, acetato sódico 6 mM, EDTA 0,3
mM).
El análisis electroforético se llevó a cabo en una cubeta horizontal (BioRad), con
tampón de desarrollo TAE lx y empleando un voltaje constante de 80 voltios durante 5 h.
aproximadamente. Transcurrida la elecroforesis, se comprobó la calidad del RNA en un
transiluminador de luz ultravioleta (International Biotechnology, Inc. New Haven, EEUU)
que permite observar el bromuro de etídio intercalado entre las bases del RNA
(preferentemente a los RNA ribosómicos, que son los más abundantes).
Se procedió entonces a la transferencia del RNA desde el gel de agarosa a una
membrana de nylon (Genescreen, New England Nuclear, Boston, MA), por capilaridad, en
tampón fosfato 0.025M. El RNA transferido se fijó a las membranas mediante exposición
durante 3 mm. a la luz ultravioleta producida por una lámpara de 245 nm y posterior
calentamiento a 80 0C durante 90 mm.
5.3.- PREHIBRIDACION E HII3RIIDACION
Las membranas se prehibridaron durante 6-8 h. a 42 0C en una solución compuesta
por: tampón fosfato 50 mM a pH 6.5, 50% de formamida desionizada (y/y), 1% SDS (p/v),
Sx SSC (SSC1x es citrato sódico 15 mM (pH 7.0) NaCí 150 mIvl), lx de solución de
Denhardt (1% Ficolí (p/v), 1% BSA (p/v) y 1% poliviilpirrolidina (plv)) y 0.1 mg/ml de
DNA de esperma de arenque desnaturalizado.
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La hibridación se llevó a cabo en la misma solución suplementada con 20% de
sulfato de dextrano y aproximadamente 7x106 cpm de la sonda marcada (como se describe
abajo), previamente desnaturalizada. Después de 24 h. de incubación a 42 0C, el exceso de
sonda radiactiva se eliminó de las membranas mediante los siguientes lavados:
1.- 0.1% SDS, 2% SSC 30 mm. temperatura ambiente
2.- 0.1% SDS, l%SSC3Omin. 550C
3.- 0.1% SDS, 0.1% SSC 15 mm. 550C dos veces
Las membranas se expusieron a películas del tipo X-Omat 5 (Easmant Kodak,
Madrid) en pantallas de intensificación durante 3-6 días a -70 0C.
Después de lavar las membranas para retirar la sonda marcada unida (3 mm. en H
20
a 95
0C), se rebibridaron con la sonda de la Gliceraldehido-3 ‘-fosfato deshidrogenasa
(G3PDH), que al ser un gen constitutivo se empleó como control interno y de este modo
asegurar que se había cargado la misma cantidad de RNA en cada pocillo.
Las autorradiografias se cuantificaron por densitometrado (bnage Quant, Molecular
Dynamic, Sunnyvale, California, EEUU), corrigiendo los resultados en fimción de la
expresión de la G3PDH y espresándose en unidades densitométricas arbitrarias referidas al
basal en cada experimento con células o a los animales control en los experimentos in vivo.
5.4.- 1’REPARACION DE LAS SONDAS
5.4.1.- Sondas utilizadas para estudios iii vitro
Línea monocítíca U937
- MCP- 1 humano
(Plásmido suministrado por la ATCC; JS/pGEM-hJE34).
- G3PDHrata (producto de PCR).
Células musculares lisas
- MCP- 1 rata (producto de PCR).
- G3PDH rata (producto de PCR).
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5.4.2.- Sondas especfficas para estudios in vivo
Las sondas de MCP-l y colágeno 1 especificas para conejo fueron obtenidas
purificando los productos de PCR(ver PCR preparativa descrita abajo).
5.4.3.- Purificación y marcaje de sondas
DNA plasmidico
:
La sonda de cDNA del MCP- 1 humano se utilizó en forma de fragmento por lo que
fue necesario su aislamiento. Las bacterias que contenian el plásmido se crecieron durante
toda la noche en 25 ml de medio Luna Bertaní, con 100 ~xg/mlde ampicilina purificándose
posteriormente mediante DNA WizarC~’ Midipreps (Promega, Madison, EEUU).
Una vez aislado el plásmido, el inserto se obtuvo mediante la utilización del enzima
de restricción XhoI. La sonda se marcó por el método del random primer (Boebringer
Mannheim, Alemania) con a-[32P]-dCTP.
Productos de PCR
:
Los productos de PCR utilizados como sondas fueron aislados mediante
electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusión (FMC Bioproducts, Rockland
EEUU) y se purificaron tratándolos con Wizard PCR Preps (Promega, Madison, EEUU).
Su marcaje se realizó con a-[32P]-dCTP empleando random primers y el fragmento Klenow
de la DNA polimerasa 1.
En ambos casos la cuantificación del DNA se realizó por medida de la absorbancia a
260 mr (1 unidad de absorbancia corresponde a 50 hg/ml de DNA bicatenario) y se
comprobó que la relación entre las absorbancias a 260 y 280 nm era cercana a 2 para así
descartar contaminación proteica.
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5.5.- ESTUDIOS POR RT-PCR
Transcripción inversa (Rfl
Para los estudios con animales, se mezclaron cantidades iguales (1 ~ig) de RNA
procedentes de cada animal del mismo grupo, (aunque para comprobar la fiabilidad de los
resultados obtenidos de este modo, se utilizó esta técnica en el RNA de cada animal por
separado). 1 jxg de RNA de cada grupo de conejos y de cada experimento con células se
transcribió a cDNA mediante incubación con 20 h1 de tampón de transcripción (5 mM
MgCh, 10 mM TríS-HCL pH 8.8, 50 mM KCL, 0.1% Tritón X-l00, lniM mezcla de
dNTPs, 50 ng de una mezcla aleatoria de nucleótidos). La mezcla se desnaturalizó a 65 0C
durante 15 mm. y se enfrió en hielo. A continuación se añadieron 20 unidades (U) de un
inhibidor de RNasas (RINasin, Promega) y 15 U de transcriptasa inversa del virus Moloney
de las aves (AMV, Promega). Esta mezcla se incubó a 15 0C (10 niin.), a 42 0C (30 mm.) y
finalmente a 95 0C (5 mm.) para inactivar la enzima.
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR
)
Las reacciones de amplificación se realizaron con cebadores especificos descritos en
las tablas VIII y IX. Cada PCR se realizó en una mezcla de reacción: 5 h1 de la reacción de
la transeriptasa inversa, 2 jil de tampón lOx de la Taq polimerasa (Tris-HCl 100 mM pH
8,3, KCI 50 mM, MgCI
2 25 niM, los primers correspondientes a 0.1 mM, 0.25 U de Taq
polimerasa (Promega) y ct-[32P]-dCTP en 25 h1 de volumen de reacción. La amplificación
del cDNA se realizó durante 25, 30, 35 y 40 ciclos para establecer la linealidad de la
reaccion.
En el caso de la PCR preparativa se realizó sin incluir nucleótidos marcados,
durante 40 ciclos, con el fin de obtener la mayor cantidad posible de fragmento. Los
productos obtenidos de las distintas PCRs se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida/urea al 4% en tampón TBE lx (Tris-HCI 45 mM pH 8.0, ácido bórico 45
mM, EDTA 1 mM pH 8,0). Las muestras se desnaturalizaron a 800C durante 10 mm. en una
mezcla con formamida 50% y tampón de carga 1%. Los geles se expusieron a películas
sensibles a los rayos X y se densitometraron. Los resultados se expresaron como unidades
arbitrarias de densitometrado en relación a la expresión de G3PDH.
55Materiales y métodos
Tabla VI. Cebadores empleados para la PCi?.
GEN * cebador sentido Tamaño Fuente
* cebador antisentido inserto (ph)
McP-1 5’- TOTGCrrGCCcAGCCAOATG-3’ 230 Akahcdn, 1993
5’- GToTcTGcAnTrcrrGTcc-3’
11-8 5’- AAccrrccTocToTc’rCTGA-3’ 226 Aicahodxi, 1993
5- TcTGcAcccAc’lTITcCrrG-3’
5’- TAcATGAAGAGCTGcTTCcAGGAcc-3’ 607 Cm~m, 1989
5’- L366AACrGGOCAGAcTcAAATrcCA-3’
TNF-a 5’- AAACccOCAAGTOOAOOO-3’ 398 ~,akhov,1990
5’- AAOTAGACCTOCCCGGAC-3’
COL I(a2) 5’-AM.AAGACAAATGAATGGGOA-3’ 423 Wiggings, 1993
5’- TcrrAcAAAGnrrGAcArrrC- 1’
GIPDH 5’-AATGCATCCTGCACCACCAA- 3’ 515 Kaoflo, 1993
5’- ATACTGrTACTTATACCGATG- 3’
Tabla Vil. Condiciones de ampftficación
Gen Desnaturalización Uni6n Extensión
MCP-1 45” 94’C 45” 54~C 1’ 72”C
IL’-8 45” 94’C 45” 540C 1’ 72’C
W-lp 45” 94~C 45” 620C 1’ 720C
TNF-a 45” 94’C 45” 580C 1’ 72’C
COL 1(a2) 45” 940C 45” 500C 1’ 720C
G3PDI-1 45” 94’C 45” 54’C 1’ 72’C
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6.- ANALISIS DE LA ACTIVACION DEL FACTOR NUCLEAR KB (NF-KB)
6.1.- EXTRACCION DE PROTEINAS
6.1.1.- Proteínas celulares (de tejido)
Para la extracción de proteínas de tejido se utilizó, con modificaciones, un método
previamente descrito (Negoro et al., 1995). Las piezas arteriales congeladas fueron
pulverizadas en una cámara metálica y resuspendidas en 1 ml de tampón de extracción frío
(Hepes-NaOH 20 mM pH 7.6, 20% glicerol (y/y), 0.35 M NaCí 5 mM MgCI2, 0.1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1 ¡.¡g/ml pepstatina A). El homogeneizado se agitó
vigorosamente durante 30 mm., los materiales insolubles se precipitaron por centrifugación
a 40.000 xg (30 mm. a 4 0C) y el sobrenadante se dializó toda la noche en un tampón de
diálisis ( 20 mM Hepes-NaOH pH 7.8, 50 mM KCI, 20% glicerol (y/y), 1 mM PMSF, 1
mM DTT y 0.1 mM EDTA). El dializado se centrifugó a 10.000 xg (15 mm. a 4 0C) y se
almacenó a -80 0C hasta su estudio. La concentración de proteína fue determinada por el
método BCA (Pierce, Rockford, It).
6.1.2.- Proteínas nucleares (de células)
Las células se hicieron quiescentes en STF al 0.5% durante 48 h. y se’ incubaron con
los diferentes estímulos durante distintos periodos de tiempo. Entonces, se lavaron con PBS
frío y se resuspendieron en tampón-A (10 mM Hepes-NaOH pH 7.8, 50 mM KCI, 2 mM
MgCI
2, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF). Tras mantenerlas 10 mm. en hielo las
células frieron centrifugadas, resuspendidas en 2 ml de tampón A y homogeneizadas. Los
núcleos se separaron de la fracción citosólica mediante centrifUgación a 1000 xg (10 mm.).
El precipitado se resuspendió en tampón A. Se añadió KCI 3M gota a gota hasta una
molaridad final de 0.39. Las muestras se incubaron durante 1 h. a 4
0C, se centrifugaron a
100.000 xg (30 mm.). Los sobrenadantes, con los extractos nucleares, se dializaron en
tampón C (50 mM Hepes pH 7.8, 50 mM KCI, 0.1 mlvi EDTA, DTT 1 mM, 1 mM PMSF,
10% glicerol (y/y)). Las muestras se almacenaron a -80 0C y la concentración de proteina se
determinó segun el método arriba indicado.
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6.2.- MARCAJE DEL OLIGONUCLEOTIDO CONSENSO
Los oligonucleótidos consenso de NF-icB (5 ‘-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-
3’) y AP-l (5’-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’) se marcaron con 10 i.uCi de y-[32P]-
ATP (3000 Cilmmol) (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) mediante 10 U de T4
polinucícótido quinasa (Promega, Madison, EEUU) durante 10 mun., en una reacción que
contenia 70 mmol/L de Tris-HCI, 10 mmoVL MgCI
2 y 5 mmol/L DTT. La reacción se paró
añadiendo EDTA 0.5 M hasta una concentración final de 0.05 mol/L.
6.3.- ENSAYO DE RETARDO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA
6.3.1.- Ensayo de unión
Se equilibraron 5 .ig de proteína nuclear o 10 jig celular durante 10 mm. en un
tampón de unión (Tris-HCI lmM pH 7.5, 50 mM NaCí, lmM MgCI2, 4% glicerol (y/y), 0.5
mM EDTA, 0.5 mM DTT) en presencia de 50 ¡.¡g/ml de poli (dI-dC); a continuación las
muestras se incubaron durante 20 mm. con 0.03 5 pmoles del oligonucleótido marcado en el
mismo tampón. La reacción se paró añadiendo tamuón de carca (250 mM Tris-HCI pH 8.3,
0.2 % azul de bromofenol (p/v), 0.2% xileno cianol (p/v), 2% glicerol (y/y)). Los complejos
proteína-DNA fueron separados del exceso de sonda no unida, en un gel no
desnaturalizante de poliacrilamida al 4% en 0.25% TBE a 150 V. Una vez terminada la
electroforesis los geles frieron secados y expuestos para autorradiografia.
6.3.2.- Controles
Ensayos de competición
.
Las muestras se incubaron en tampón C durante 10 mm. en presencia de un exceso
de 100 veces molar de sonda fría. Posteriormente,, se añadió la sonda marcada,
continuándose el experimento en las mismas condiciones.
Control negativo
Se desarrolló en las mismas condiciones comentadas arriba, excepto que en este
caso se omitió el extracto nuclear.
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Control positivo
.
La sonda marcada se añadió a 2jx1 de extracto nuclear Hela en las condiciones
anteriormente descritas.
6.4.- ENSAYOS DE SUPE1UIETARDO
Con el fin de poder determinar las subunidades implicadas en la actividad NF-cB
observada en nuestros sistemas, se utilizaron anticuerpos frente a las subunidades p5O (anti-
p50, Chemikon, Temecula, CA, EEUIJ), páS y c-Rel (anti-p65 y anti c-Rel, Santa Cnn
Biotecbnology Inc. Santa Cruz, CA, EEUU). Para ello se añadió e incubó 1 ~ig de
anticuerpo durante 1 h., antes de parar la reacción y cargarlo en el gel.
6.5.- DETECCION DE NF-icB UN SITIJ (SOUTH-WESTERN)
Según una técnica previamente descrita (Wang et al., 1992), desarrollamos un
método que permite determinar la distribución y la actividad de unión al DNA de factores
de transcripción en el propio tejido a través de una sonda específica de DNA marcada con
digoxigenina, que contiene la secuencia consenso del factor de transcripción nuclear a
determinar.
6.5.1.- Preparación de oligonucleátidos
Se diseñaron oligonucleótidos (CIENOSYS, Londres, UK) que contenían la
secuencia consenso de DNA a la que se une el NF-icB cuando se encuentra activado (Tabla
VIII). También se diseñó una secuencia mutada para descartar uniones inespecificas.
La dimerización de los oligonucleótidos sentido y antisentido, mediante la mezcla de
cantidades equimolares a 80 0C durante 2 mm. y enfriamiento lento, permitió la obtención
de la sonda. A continuación, ésta se marcó con digoxigenina (DIG Oligonucleotide 3 ‘-End
Labeling Boebringer Mannheixn, Alemania).
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Tabla VIII. Secuencias consenso y mutadas de losfactores nucleares empleados
Factor nuclear secuencia
NF.icB
sentido 5 ‘-AGTI?GAGGGGACrITCCCAGGC-3’
antisentido 5 ‘-GCCTGGGAAAQTCCCCTCAACT-3’
sentido (mutado) 5 ‘.AGYrGAGGCTCC1TTCCCAGGC-3’
antisentido (mutado) 5 ‘-GCCTGGGAÁAGGAGCCTCAACT-3’
6.5.2.- Detección
Secciones de 6-7 ~m de tejido se desparafinaron y se rehidrataron en
concentraciones decrecientes de etanol. Las muestras se trataron con Levamisol (30 mm.)
para inhibir la fosfatasa alcalina endógena. Posteriormente las muestras se fijaron con
paraformaldehido al 0.2% (p/v) (30 mm. a 25 0C) y a continuación se trataron con pepsina
0.5% en HCI lN pH 1.5 (30 mm. a 370C) (p/v). Transcurrido este tiempo las secciones se
lavaron con tampón HEPES 1(10 mM Hepes, 40 mM NaCí, 10 mM MgCI
2, 1 mlvi DTT,
1 mM EDTA, 0.25% BSA (p/v) a pH 7.4) y se incubaron con DNAsa 1(0.1 mg/mí, 30 mm.
a 30
0C) disuelta en HEPES 1. Las preparaciones se lavaron 2 veces con tampón HEPES 2
(10 mM Hepes, 40 mM NaCí, 1 mM DTT, 10 mlvi EDIA, 025% BSA (p/v) a pH 7.4), se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y se incubaron con el oligonucleótido
marcado (consenso o mutado) durante toda la noche a 37 0C en cámara húmeda.
Posteriormente las muestras se lavaron en tampón HEPES 1, tampón de lavado
(0.3% Tween 20 en tampón 1: 0.1 M ácido maleico y 0.15 M NaCí pH 7.5 ) y tampón 2
(Solución de bloqueo: 0.lx SSC 0.1% SDS (p/v) diluida 1:10 en tampón de lavado)
durante 1 h.
A continuación las preparaciones se incubaron con un anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado con fosfatasa alcalina (Boehringer Mannheim, Alemania) durante toda la noche a
4 0C. Las preparaciones se lavaron en tampón 3 (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCí, 50 miM
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MgCI2 pH 9.5) y en tampón de lavado dos veces durante 10 mm. cada vez y se incubaron
(1-2 h.) con NBT (0.4%)/x-fosfato (0.32%).
La reacción se detuvo lavando con 10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA y se procedió
al montaje de las muestras con glicerol. Como control negativo se realizaron expenmentos
sin la presencia de oligos marcados con digoxigenina.
La cantidad de núcleos teñidos en el tejido fUe valorada por dos observadores
distintos, sin conocimiento del grupo al que pertenecían los animales estudiados
asignándose una valoración arbitraria de O a 6 según la intensidad de la tinción que mostraba
cada preparación y se calculó el valor medio para cada animal.
Detección simultánea de NF-rB y macrófagos o CML
Una vez detectado el NF-,cB, las secciones se lavaron en PBS, desarrollándose a
continuación las técnicas inmunohistoquimicas para la localización de macrófagos o CML
descritas en la sección de inmunohistoquimica.
7.- ANALISIS ESTADISTICO
Para los estudios estadísticos se utilizó el programa informático de estadística
G’raphPAD InStat (GraphPAD Software, San Diego, CA, EEUU).
Los datos se expresaron como media ±desviación estándar. Los valores de los
lípidos y el análisis morfométrico se compararon mediante la U de Mann-Whitney. La
incidencia de infiltración de macrófagos se expresó como porcentaje y las comparaciones se
hicieron mediante la prueba exacta de Fisher. El resto de los datos obtenidos en la
cuantificación inmunohistoquimica y los datos de biología molecular se compararon
mediante la t de Student. Los resultados se consideraron significativos cuando la p< 005
(dos colas).
IV.- RESULTADOS
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PARTE 1: ESTUDIOS IN VIVO
1.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA ECA
Los IECAs han demostrado ser eficaces en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, como la distbnción sistálica ventricular izquierda (DSVI) (The
CONSENSUS Trial study group, 1987) y la disflinción endotelial (Manciní et al., 1996).
Expezimentalmente, los jECAs disminuyen la extensión de lesiones ateroscleróticas
(Chobanian a aL, 1990), así como la proliferación de CML y la formación de neointima tras
daño vascular (Rakugi el al., 1994). Sin embargo, poco se sabe sobre el efecto que tienen
en los distintos mecanismos que desencadenan el avance de la lesión aterosclerótica.
Hemos pretendido estudiar el efecto de un inhibidor de la ECA, con alta fijación
tisular (Quinapril, 1 mg/Kg/día), sobre la progresión de una lesión inducida en conejos. Con
el fin de obtener una lesión lo suficientemente importante como para poder analizarla en sus
distintos aspectos utilizamos una dieta hipercolesterolémica (2% colesterol y 6% aceite
cacahuete). Este modelo se divide en dos submodelos:
- Modelo de 7 días: donde nos propusimos estudiar sobre una lesión temprana una sede de
factores iniciales implicados en el desarrollo de la lesión.
- Modelo de 28 días: en el que aparece una lesión mucho más madura y hemos pretendido
abordar el efecto del tratamiento del quinapril sobre la evolución clínica y morfológica de la
lesión.
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1.1.- EVOLUCION CLINICA EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO
1.1.1.- Evolución del peso
Los animales fueron pesados desde el comienzo del estudio y posterionnente de
manera semanal hasta el momento de su sacrificio. En general, los animales experimentaron
una pérdida de peso hasta la segunda semana y luego recobraron un peso similar al inicial
hasta el final del estudio (Tabla IIX). Esta pérdida de peso fue máxima durante la primera
semana y fue mayor en los animales que recibieron quinapril (pc0.05).
TABLA IX. Evolución delpesoa los 7y28 días <lcg)
7 DLAS Inicial 7 Días
Sin tratamiento (n= 9) 3617±223 3364±384 (NS)
Quinapril (n= 9) 3627±302 3299±307 (p< 0.05)
28 DIAS Inicial 15 Días 28 Días
S¡ntratamiento(n=15) 3690±256 3516±380 3631±382 (NS)
Quinapril(n=9) 3932±415 3740±366 3922±380 (NS)
NS: No significativo
1.1.2.- Presión arterial
La presión arterial, analizada en los dos grupos conjuntamente, se determinó en el
momento de la inducción del daño en la arteria femoral mediante un esfigmomanómetro
(figura 13). Los conejos tratados dos días antes con quinapril a una dosis de lmg/Kg/dia
presentaron unos valores de tensión arterial inferiores (61 ±16 mm Hg; n=22) a los de los
animales sin tratamiento (83 ±12 mm Hg; n=22; p<cO.OOOl). En el momento del sacrificio
no fue posible determinar la presión arterial debido a la estenosis que presentaban las
artenas femorales en la mayoría de los animales.
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* p< 0.0001
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Figura 13. Presion arteriaL Detenninada mediante esfigmomanámaro en la arteria femoral en el
momento de la inducción del daño. Las barras representan la media ±EEM de un total de 22
conejos.
1.1.3.- Parámetros bioquímicos
La extracción de 10 ml de sangre de la vena marginal de la oreja de los conejos
(puestos a ayunar 24 horas) y la separación del suero por centrifugación nos permitió
determinar el colesterol total. Esto se llevó a cabo mediante un autoanalizador y métodos
estándar.
Modelo de 7 días: El colesterol total aumentó 10 veces sobre los niveles basales de los
mismos animales antes de comenzar la dieta (643 ±343 vs 60 ±24 mg/dl) (tabla XII).
Modelo de 28 dios: El colesterol total aumentó 35 veces sobre los niveles iniciales al cabo
de las 4 semanas (tabla X). El quinapril no indujo ningún cambio en los niveles de colesterol
respecto a los animales sin tratamiento.
TABLA X Niveles de colesterol sérico (mg/dl)
7 BlAS Inicial 7 Días Incremento (veces>
Sin tratamiento (n= 5) 60±24 643±343 10
Quinapril(n=4) 42±8 414±244 10
28 BlAS Inicial 28 Días Incremento (veces)
Sin tratainiento(n= 10) 41±10 1446±425 35
Quinapril(n=7) 49±11 1756±549 35
loo
SIN nO QUINAPRIL
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1.2.- ACTIVIDAD DE LA ENZIMA DE CONVERSION DE LA ANGIOTENSINA
1.2.1.- Actividad en suero
La actividad sérica se determinó en el momento del daño (día 0) apreciándose una
disminución significativa de la actividad (70%) en el suero de los animales que recibieron
tratamiento con quinapril respecto a los animales sin tratamiento [(2.54 ±0.9) x 10.2 U/ml
vs (8.5 ±3) x 10.2 U/ml; p<zO.008]. La actividad de la ECA sérica en el momento del
sacrificio (7 y 28 días) no se pudo cuantificar debido a la turbidez causada por la
hiperlipidemia (Figura 14).
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Fi2w-a 14. Actividad sérica en el momento de la inducción del daRo. Las barras
representan la media ±EEM
1.2.2.- Actividad tisular
La actividad tisular de la ECA se determinó en aorta. En el momento del daño (día
0) no hubo cambios significativos entre los conejos tratados con quinapril y los no tratados
[(1.2±0.2) x í0~3 U/mg, vs (1.1 ±0.4)x ío-~ U/mg].
SIN TTO OUINAPRIL
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En el momento del sactificio la actividad de la ECA vascular de los animales
tratados con quinapril (figura 15) disminuyó respecto a los animales sin tratamiento, en
tomo a un 40% a los 7 días y un 50% a los 28 días [Pía..2:(2.3 ±1.8) x ío~~ U/mg, n=4, vs
(4.8±5)x l& U/mg, n=6, p=N.S; Día 28: (2.14±2)x í(Y3 U/mg, n=7, vs (4.8 ±1.6) x l0~
~U/mg, n=9;
o
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Fi2ura 15. Actividad de la ECA tisular a los 7y 28 días. Las barras representan la media ±
EEM.
7 DIAS
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1.3.- ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS
1.3.i.- Análisis de las lesiones vasculares
El análisis morfométrico se realizó de la forma descrita en métodos, sobre cortes
histológicos teñidos con orceina, que presentaban la máxima estenosis en cada animal.
Modelo de 7 días:
En el momento del sacrificio todos los animales presentaban un aumento neointimal.
Como se muestra en las figuras 16 y 17 la evaluación morfométrica reveló que no había
diferencias significativas en la formación de la neoíntima, estimada como la relación
íntima/media (0.125 ±0.024vs 0.165 ±0.03;p=O.3) o lesión máxima (28770 ±47.46¡.1m2
vs 45859 ±9372 hm2; p=O. 15) aunque si se encontró una tendencia hacia una lesión más
atenuada en los animales tratados con quinapril.
0,4
4a
‘LIE
E
z
z
2
u
0,3
0,2
0,1
50
>4
.4 E
30S
4
E
20~
E
z
oio;
w
-J
0
o
SIN TRATAMIENTO QUINAPRIL
Fi2ura 16. Cuantificación morfométrica de la lesión en el modelo de 7 días. Las barras en
negro representan la relación íntima/media y las barras rayadas la lesión máxima. Los datos son la
media ±EEM de 6 conejos tratados frente a 7 sin tratar.
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Modelo 28 días:
Las medidas de las lesiones al cabo de 28 días tampoco presentaron diferencias
significativas entre los dos grupos estudiados, aunque al igual que en el modelo de 7 días se
aprecia una tendencia hacia la normalización en los conejos tratados. En la figura 18 se
muestran los valores expresados como relación íntima/media (0.39 ±0.4 vs 1.008 ±0.8;
p=0. 13) o lesión máxima (101547±109977 í.im2 vs 328691 ±263104hm2; p0.069) y en
la figura 19 se muestran dos microfotografias correspondientes a una lesión de un animal
tratado y otro animal sin tratar.
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Fisura 18. Cuan«ficación morfornétrica de la lesión en el modelo de 28 días. Las barras
en negro indican la relación íntima/media, mientras que las rayadas representan la lesión máxima
fonnada. Los datos son la media de 6 conejos tratados frente a 9 conejos sin tratamiento y
representan la media ±EEM.
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1.3.2.- Evaluación de la presencia de macrófagos y MCP-1
Modelo de 7 días:
Las arterias fueron desparafinadas y secciones seriadas se trataron con anticuerpos
para macró&gos y MCP-1. En la figura 20A se observa, tanto a nivel de la íntima como de
la capa media, que los animales sanos no mostraron infiltrado de macróthgos ni producción
de MCP-l (panel inferior). A nivel neointimal, los conejos que no recibieron tratamiento
mostraron una fuerte tinción para MCP- 1 que coincidió con un gran infiltrado de
macróthgos (panel superior). Por el contrario, el tratamiento con quinapril (panel central) se
asoció con una disminución significativa de infiltración de macrófagos (17 ±16 ¡un2 Vs 4897
±2998pm2; p.CO.03) y de la producción de MCP-l (3378 ±693 ¡xm2 vs 8809 ±2585pm2;
p<O.O2) (figura 20B).
En la capa media el tratamiento indujo un ligero descenso (10%) de la producción
de MCP- 1 respecto a los animales no tratados. Sin embargo, existió una gran reducción del
infiltrado de macrófagos (0 vs 695±1388gm2; p<tO.05).
Modelo de 28 días:
Como se muestra en la figura 2 lA., a nivel neointimal, los conejos que no
recibieron tratamiento exhibieron una intensa tinción para MCP- 1, coincidiendo con un gran
infiltrado de macrófagos (panel superior). El tratamiento con quinapril (panel inferior)
produjo una disminución significativa del infiltrado de macrófagos (20213 ±52925 hm2,
n=7 vs 105729 ±196696 jim2, n=ll; pct0.04) y de la producción de MCP-l (45582 ±
68963 ~sm2,n=8 vs 185642 ±169784 pm2, n=8; p<O.OS) (figura 21B).
A nivel de la capa media también se observó una disminución del infiltrado de
macrófagos y de la expresión proteica de MCP- 1 en este grupo de animales (51% y 20%
respectivamente).
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Figura 20B. Análisis comparativo de la morfometría e inmunohistoquimica de
macrófagos y MCP-I en el modelo de 7 días. La gráfica de barras muestra el área de máxima
lesión (blanco, eje derecho), área positiva para MCP-l (rayado, eje izquierdo) y el área positiva para
macrófagos (negro, eje izquierdo). Los datos representan la media ±EEM (hm2). (*p<O.03 y
**p<cO.02 animales tratados con quinapril VS Sin tratamiento).
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Figura lIB. Análisis comparativo de la morfometría e inmunohistoquimica de
macrófagosy MCP-1 en el modelo de 28 días. La gráfica de barras muestra el área de máxima
lesión (blanco, eje derecho), área positiva para MCP-1 (rayado, eje izquierdo) y el área positiva para
macrófagos (negro, eje izquierdo). Los datos representan la media ±EEM (pm2). (*pcO.03 y
**p<0.02 animales tratados con quinapril VS Sin tratamiento).
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1.4.- CI1?OQUINAS EN ARTERIAS FEMORALES DANADAS
Las citoquinas son mediadores multipotenciales de la inflamación y de la inmunidad
que pueden afectar a las fimciones claves de las células de la pared vascular influyendo en la
iniciación de la lesión, progresión o complicación (Libby et al., 1995).
Por esta razón, nos planteamos en primer lugar determinar si en los conejos sin
tratamiento estaba aumentada la expresión génica de estos factores en las arterias femorales
dañadas, estudiando en concreto citoquinas quimiotácticas (quimioquinas) como el MCP- 1
e IL~8 y otras citoquinas proinflamatorias como IL-fl3 y TNIF-a. En segundo lugar, con el
propósito de elucidar los mecanismos del efecto beneficioso de la inhibición de la ECA,
determinamos si el tratamiento con el iECA quinapril modula la expresión de algunos de
estos factores.
1.4.1.- Expresión de MCP-1
La expresión del mRINA para el MCP- 1 se estudió en cada arteria individualmente
mediante un método semicuantitativo de RT-PCR. La amplificación del fragmento de MCP-
1, se realizó en las mismas condiciones que el fragmento del gen de la gliceraldehido-3-
fosfato desbidrogenasa (G3PDH) utilizado como control interno, según se describe en
métodos. El densitometrado de las bandas muestra que la amplificación fue lineal hasta los
35 ciclos tanto para MCP-1 como para la G3PDH. Los datos obtenidos a los 35 ciclos se
utilizaron para los cálculos.
Modelo de 7 días.
Como se muestra en la figura 22 los animales control no mostraron expresión para
MCP-l, mientras que éste aumentó de forma significativa en los anmiales sin tratamiento
(6.3 ±1.2 U.D; n=6). Los conejos tratados con quinapril mostraron una disminución
significativa de la expresión arterial del MCP-l (3.4 + 1 4 UD n=7; p<O.04 vs animales sin
tratamiento). En la figura mencionada se muestra una PCR representativa obtenida tras
hacer una mezcla con 1 ¡.tg de RNA de todos los animales de cada grupo de estudio.
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Fi2ura 22. Expresión de MCP-1 en arterias femorales por RT-PCR a los 7 días.
Productos de RT-PCR obtenidos de la mezcla de mRNA de los animales sin tratamiento (A),
tratados con quinapril (Ji), y control (C). Se llevaron a cabo amplificaciones a 25, 30, 35 y 40
ciclos. El analisis densitométrico de los productos de PCR se muestra en la parte izquierda. Los
datos estan en unidades arbitradas de densitometría (UD); • indica G3PDH, uMCP-1. A la derecha
se muestra una autorradiografia de los geles.
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Resultados similares (~ 50% de reducción de la expresión del mRNA en el grupo
tratado con quinapril) se obtuvieron cuando la mezcla de RNA de cada grupo experimental
se sometió a análisis por northern blot (figura 23).
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Figura 23. Análisis por northern blot de la expresión del mRNA del MCP-1 en las
arterias femorales. El RNA de los animales del mismo grupo se mezcló, y el northem blot se llevó
a cabo con una sonda para MCP-1 de conejo, marcada con 32P, obtenida por PCR (“Ver métodos”).En la parte supenor se muestra un gel con bromuro de etidio y en la parte inferior, el análisis
densitométrico. (1) Conejos control, (2) sin tratamiento, y (3) tratados con quinapril.
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Modelo de 28 días:
En el momento del sacrificio los conejos que no habían recibido tratamiento
presentaronun gran incremento en la expresión génica del MCP-1 (4.8±2;n=7) respecto a
los animales control que no lo expresaron (figura 24). El tratamiento con quinapril
disminuyó de forma significativa la expresión de este gen (2.4 ±1.4, n=t6; p<0.O3 vs
animales sin tratamiento)
Par northern blot observamos un descenso de un 40% en la expresión delMCP- 1 en
los conejas tratados con quinapril (no mostrado).
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Fi2ura 24. Expresión de MCI’-) en arterias femorales por RT-PC.R a los 28 días. El
mRNA del MCP-1 y de la G3PDH (control interno) se determinó por RT-PCR utilizando los
cebadores especificos en cada caso. El análisis densitométrico de los productos de PCR se llevó a
cabo a los 35 ciclos de amplificación.
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1.4.2.- Expresión e inmunolocalización de IL-8
ILS es un peptido quimiotáctico, perteneciente a la subfamilia de las a-
quimioquinas, producido principalmente por macrófagos y que se ha implicado en el
reclutamiento de células inflamatorias en la placa aterosclerótica (Apostopoulos a al.,
1996). Por esta razón decidimos estudiar esta quiniioquina mediante análisis por RT-PCR
en las femorales dañadas de los animales, utilizando la mezcla de los RNA de los animales
del mismo grupo.
Modelo de 7 dios:
En este modelo, estudiamos la expresión de esta quimioquina en las arterias
femorales dañadas. Como se muestra en la figura 25 los animales sin tratamiento
presentaron un gran incremento de dicha expresión respecto al grupo control (8 veces), que
disminuyó marcadamente con quinapril (1.9 veces).
Modelo de 28 dios:
Siguiendo el mismo objetivo, analizamos la expresión del niRINA de IL-8 en este
modelo, observándose (figura 25) que al cabo de 28 dias los animales que no habían
recibido tratamiento mostraron un Ñerte incremento en la expresión de dicha quimioquina
respecto al grupo control (10 veces). Al igual que en el modelo anterior, el tratamiento con
quinapril disminuyó de manera notable dicha expresión (4.7 veces).
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Fisura 25. Expresión génica del mRAJA de JL-8 en las arterias fein orales de coneja A)
Modelo de 7 días, Ji) modelo de 28 días. El ¡uRNA de 11-8 y de G3PDH se determinó por RT-PCR
a 30 ciclos de amplificación, utilizándose las mezclas del RNA de cada grupo. En cada caso se
emplearon cebadores específicos. En la parte derecha se muestra una autorradiografia representativa
y en la parte izquierda el análisis densitométrico de los valores de densidad óptica obtenidos para 11-
8 corregidos por la expresión de G3PDH.
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Estudio inmunohistoquímico
:
Con elpropósito de determinar si este incremento en la expresión del mRNA de it-
8 se correspondía con un aumento de la expresión proteica en la arteria, nos planteamos
estudiar, mediante inmunohistoquimica, el patrón de distribución de esta quimioquina a
nivel neointimal y de capa media en el modelo de 28 días, donde ya aparece una lesión más
madura. Como se muestra en la figura 26 los animales sanos apenas presentaron tinción,
mientras que en los animales sin tratamiento se observó un incremento en el acúniulo de It-
8 a nivel neointimal. Por el contrario, el tratamiento con quinapril produjo una
disminución significativa de la presencia de esta quimioquina (14 + 3 n=9 vs9 + 3, n=5;
p<O.04; valoración semicuantitativa).
A nivel de la capa media, el tratamiento también indujo una reducción de la
expresión proteica de IL-8, aunque en este caso no se alcanzó la significación estadística
(11+4 n=9 vs8+5 n=5).
Estos resultados confirman así los obtenidos mediante el análisis de la expresión del
mRNA comprobando el importante efecto que ejerce el tratamiento con quinapril sobre esta
qwnuoqurna.
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1.4.3.- Expresión de H.r113
Tras la disrupción de la superficie endotelial, los monocitos y plaquetas localizados a
nivel subintimal parecen expresar en su superficie una actividad IL-1~ que probablemente
contribuye a los eventos tempranos que van a originar la lesión aterosclerótica (Wang et al.,
1995). Estudios recientes han venido a demostrar que en la lesión ateromatosa la citoquina
IL-1~ producida tanto por células espumosas como por el endotelio, induce la expresión de
las quimioquinas IL-8 y MCP-l facilitando asi la activación y la transmigración endotelial de
las células inflamatorias (Dinarello, 1996).
El análisis del mRNA de IL’.113 se realizó mediante RT-PCR a 30 ciclos de
amplificación, utilizando la mezcla de los RNA de los animales del mismo grupo.
Modelo de 7 dios:
Como se muestra en la figura 27, el grupo de animales no tratados presentó,
respecto al grupo control, un incremento de la expresión de IL-113 de 2.6 veces. El
tratamiento con quinapnl no modificó este incremento.
Modelo de 28 dias:
Los animales sin tratamiento tras 28 días de dieta bipercolesterolémica mostraron un
gran aumento en la expresión de esta citoquina respecto al grupo de animales sanos (5
veces). En la figura 27 se aprecia que el tratamiento con quinapril disminuyó de forma
significativa la expresión de LL-lfr
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Fisura 27. Expresión gén¡ca del mRlVA de ¡L-1/3 en las arteriasfemorales de conejo. A)
Modelo de 7 días, Ji) modelo de 28 días. El ¡uRNA de It-1~ y del G3PDH (control interno) se
determinó mediante RT-PCR a 30 ciclos de amplificación, utilizándose mezclas del RNA de cada
grupo y empleándose cebadores específicos en cada caso. En la parte derecha se muestra una
autorradiografla representativa y en la parte izquierda el análisis densitométrico de ¡os valores de
densidad óptica obtenidos para IL-lfl corregidos por la expresión del G3PDH.
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1.4.4.- Expresión de TNF-«
El TNF-a es otra citoquina prointiamatoria que juega un importante papel en el
desarrollo de la lesión aterosclerótica. Se ha demostrado que junto con It- 113 y TGF-13
puede inhibir la proliferación endotelial y además puede inducir la expresión de genes de
forma indirecta, como elPDGF, al actuar sobre macróthgos, CML y CE (Ross et al., 1996).
Además también parece estar implicada en la regulación de algunas metaloproteinasas.
Mediante RT-PCR determinamos la expresión del mRNA del TNIF-a en las
femorales dañadas a los 7 y 28 días.
Modelo de 7 días:
Como se muestra en la figura 28, los animales que no fueron tratados presentaron
un ligero aumento en los niveles del mRINA (1.6 veces) respecto al grupo de animales
sanos. Estos niveles se normalizaron en el grupo al que se suministró quinapril.
Modelo de 28 días:
Los animales sin tratamiento mostraron un gran incremento en la expresión del
TNF-a (6 veces). Sin embargo, dicha expresión apenas se vió modificada por el tratamiento
(figura 28).
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Fi2ura 28. Expresión génica del m.RNA del TNF-a en las arterias femorales de conejo.
A) Modelo de 7 días, E) modelo de 28 días. El ¡uRNA del TNF-a y de G3PDH (control interno) se
determinó por RT-PCR a 30 ciclos de amplificación, utilizándose mezclas del RNA de cada grupo y
empleándose cebadores específicos en cada caso. En la parte derecha se muestra una
autorradiografia representativa y en la parte izquierda el análisis densitométrico del TNF-ct
corregido mediante G3PDH.
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1.5.- FACTORES DE CRECIMIENTO Y PROTEINAS DE MATRIZ
La producción de factores de crecimiento por CE, macrófagos, CML y linfocitos T,
junto con una síntesis incrementada de proteínas de matriz conduce a la progresión de la
lesión aterosclerótica hacia una placa fibrosa (Ross R, 1993). Entre estos factores de
crecimiento decidimos estudiar, en las arterias femorales dañadas de los conejos, la
expresión del PDGF-B mediante hibridación it> situ. Centrándonos en el análisis del
colágeno 1 como principal proteína de matriz implicada en el proceso aterogénico. Su
análisis se llevó a cabo mediante northern blot.
1.5.1.- Expresión de PDGF-B
El PDGF-B además de ser un importante factor de crecimiento implicado en la
acumulación de CML en las lesiones ateroscleróticas (Uchida et al., 1996), es un potente
factor quimiotáctico de monocitos, sobre los que induce la expresión del factor tisular,
principal iniciador de la cascada de coagulación (Ernofsson et al., 1996).
Mediante hibridación it> sitie, estudiamos la distribución celular del ¡uRNA del
PDGF-B en las arterias femorales dañadas de los animales del modelo de 28 días, al
presentar éstos una lesión mucho más desarrollada.
Como se muestra en la figura 29, los conejos sanos apenas mostraron expresión,
mientras que los que no recibieron tratamiento presentaron un gran incremento de la
expresión génica del PDGF-B a nivel de la neointima y de la capa media (10,2 ±4y 10,6 ±
3 respectivamente vs animales sanos; valoración semicuantitativa). Esta expresión coincidió
con aquellas áreas que eran positivas para macrófagos. Por el contrario, los animales
tratados con quinapril presentaron una marcada reducción de la expresión de este factor
tanto en la íntima (5.5 + 5 n=7; p=O.0S9) como en la media (4.8 ±5.5, n7; p<O.013),
alcanzando en ésta la significación estadistica.
Los controles negativos realizados con la sonda sentido no mostraron hibridación,
demostrando así la especificidad de la técnica.
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1.5.2.- Expresión e inmunolocalización de colágeno 1
Los colágenos vasculares son componentes decisivos de la integridad de la pared
vascular, siendo el colágeno tipo Ijunto con el míos de mayor predominancia.
Modelo de 7 días:
Con el propósito de estudiar si el colágeno 1 estaba modificado al cabo de los 7 días
de haberse producido el daño, analizamos su expresión mediante northern blot. Como se
muestra en la figura 30, los animales sanos presentaron una expresión basal. Sin embargo,
tanto los animales sin tratamiento como los tratados, mostraron un incremento similar en la
expresión respecto a los animales sanos, siendo éste ligeramente mayor en el grupo al que
se le administró el quinapril (1.65 y 1.92 veces respectivamente).
Modelo de 28 días:
También quisimos analizar la expresión de esta proteína de matriz en las arterias
femorales dañadas al cabo de 28 días de dieta hiperlipémica. Los resultados revelaron un
gran incremento en la expresión del mANA respecto a los animales sanos (figura 30), que
cunosamente fue similar tanto en el grupo no tratado (3.7 veces) como en el que se le
adniinistró el fármaco (3.5 veces).
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F¡gura 30. Fspresión génica del inRNA del colágeno ¡ en las arterias femorales de
conejo. En la parte derecha se muestra una autorradiografia representativa del análisis por northcrn
blot de una mezcla de RNA total de los animales de cada grupo. En la parte izquierda aparece el
análisis densitométrico. Los datos fueron corregidos mediante los valores obtenidos de G3PDH. A)
Modelo de 7 días, Ji) modelo de 28 días.
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Estudio inmunohistoquímico
:
Una vez que constatamos que la expresión del niRNA de colágeno 1 no variaba con
la administración de quinapril, nos propusimos confirmar mediante inmunohistoquimica, que
esto ocurria también a nivel de proteína. Con este fin decidimos realizar el estudio en el
modelo de 28 días, por presentar éste unas lesiones más acusadas.
En la figura 3 lA se puede observar que los animales sanos presentaron un ligera
tinción a nivel de la capa media. Esta tinción apareció fuertemente incrementada en la
media de las arterias dañadas en comparación a las sanas (figura 3 iB), pero no hubo
diferencias entre los animales tratados y sin tratar (figura 3 lC) (10 ±7 vs 8.2 + 4 8
valoración semicuantitativa). La neoíntima también presentó una intensa tinción para
colágeno 1 en ambos grupos, en este caso también hubo un patrón similar (11.8 ±7 vs 10.5
±5).
Todos estos resultados confirman la existencia de una correlación entre la expresión
génica y proteica del colágeno 1 en ambos modelos. -
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1.6.- ACTiVIDAI> NF-icB EN LAS ARTERIAS DE CONEJO
Para medir la actividad NF-cB se extrajeron las arterias femorales dañadas y las
aortas abdominales de tres animales distintos de cada grupo (control, sin tratamiento y
tratado con quinapril). Una vez aisladas se obtuvieron los extractos celulares, como se
describe en métodos y se mezclaron.
La actividad se cuantificó usando 10 ~xgde proteína total de cada mezcla, y los
experimentos se hicieron por duplicado. Los controles negativos sin extracto celular y los
ensayos de competición con un exceso de 50 veces de los oligonucleóticos NF-icB y AP- 1
se realizaronpara establecer la especificidad de la reaccion.
No se encontró ninguna señal en las reacciones sin los extractos celulares y la
especificidad fue demostrada por el efecto de competición con NF-icB frío mediante la
disminución de la señal de las bandas de retardo (no mostrado).
Modelo de 7 días:
- ActividadNF->cB en arteriafemoral:
Con respecto a los controles, las arterias dañadas de los animales sin tratamiento
mostraron un incremento en la actividad NF-icB de 7 veces, que disminuyó a un incremento
de 4 veces en los animales tratados con quinapril (Figura 32, lineas 1 y 2). Además, para
caracterizar la actividad NF-icB encontrada en las arterias dañadas, hicimos ensayos de
superretardo con los extractos celulares de los animales no tratados. Para ello utilizamos
anticuerpos para las dos subunidades de NF-icB, pSO y páS.
Tanto el anticuerpo anti-p65 como el anti-pSO redujeron la intensidad de la banda
principal. Aunque sólo en presencia del anticuerpo anti-p50 apareció un complejo de
superretardo (Figura 32, linea 5). Por lo tanto, páS y p5O parecen ser componentes del
complejo NF-icB encontrado en la pared arterial.
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Figura 32. Actividad NF-idi en arterias femorales. En la parte izquierda, los extractos
celulares de 3 conejos diferentes de cada grupo se aislaron y se mezclaron. A continuación,
mediante una sonda de NF-icB se procedió al ensayo de movilidad electroforética. (1) Conejos sin
tratatamiento, (2) tratados con quinapril, y (3) conejos control. En la parte inferior se muestra el
análisis densitométrico de las bandas. Los extractos celulares de los conejos no tratados también se
incubaron en ausencia (4) o presencia de los anticuerpos contra las subunidades de NE-icB p5O (5) y
p65 (6). La flecha muestra la presencia de una banda de superretardo.
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- ActividadNF-rB en aorta:
Puesto que el colesterol total sérico al cabo de los siete días presentaba un aumento
de 10 veces respecto a los niveles basales (643 ±343 vs 60 ±24 mg/dl), nos propusimos
detenninar el efecto de la dieta hipercolesterolémica en la actividad NF-icB de un vaso al
que no habíamos inducido daño. Con este fin, analizamos los extractos de proteína celular
obtenidos de las aortas abdominales. Como se muestra en la figura 33, apareció un
incremento de la actividad NF-KB en las aortas de animales sin tratamiento (4 veces sobre el
control) (líneas 1 y 2), el tratamiento con quinapril redujo el incremento de dicha actividad 2
veces sobre el control (línea 3). Sin embargo hay que destacar que la actividad NF-KB fUe
mucho mayor en las femorales dañadas que en las aortas no manipuladas.
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Figura 33. Actividad NF-KB en arterias aortas. (1) Conejos control, (2) sin tratamiento, y (3)
tratados con quinapril. En la parte derecha se muestra el análisis densitoniétrico de las bandas.
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Modelo de 28 días:
- ActividadNF-rE en la aorta:
Tras los resultados obtenidos en el modelo de 7 días, decidimos medir la actividad
NF-xB en las aortas para comprobar el efecto directo que ejercen los altos niveles de
colesterol alcanzados en este modelo (1446 ±425 vs 41 ±10) sobre una arteria no dañada.
Con este propósito analizamos los extractos de proteína celular obtenidos de las aortas
abdominales.
Como se muestra en la figura 34, las aortas de animales sin tratamiento presentaron
un meremento de la actividad NF-KB (9 veces sobre el control) (línea 1), mientras que el
tratamiento con quinapril redujo el incremento de dicha actividad (6 veces sobre el control)
(linea 2).
Por otro lado, caracterizamos la actividad NT-icB encontrada en las aortas de los
ammales sin tratamiento mediante ensayos de superretardo. Tanto el anticuerpo anti-p65
como el anti-pSO redujeron la intensidad de la banda principal. Además, el anticuerpo anti-
p50 indujo la aparición de un complejo de superretardo (Figura 34, línea 5).
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Figura 34. Actividad NF-rB en arterias aortas. (+) Extractos nucleares procedentes de HeLa
se incubaron con el oligonucleátido marcado y se utilizaron como control del ensayo, (-) control
negativo sin extracto celular, (1) conejos sin tratamiento, (2) tratados con quinapril, y (3) conejos
control. En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de las bandas. Los extractos
celulares de los conejos no tratados también se incubaron en ausencia (4) o presencia de los
anticuewos contra las subunidades de NF-KB p5O (5) y p65 (6). La flecha muestra la presencia de
una banda de superretardo.
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- Detección de la activación de NF-rE iii situ en arterias femorales:
Con la intención de determinar in sim la presencia de NF-icB activado en las
lesiones, utilizamos la nueva técnica de South-Westenx (‘Ver métodos”). La cuantificación
de núcleos teflidos en el tejido se llevó a cabo según una valoración semicuantitativa,
comprendida entre O y 6 según la intensidad de la tinción que presentaba cada preparación.
De esta manera encontramos que el 80% de los animales sin tratamiento mostraron
positividad en la media y en la neointima para NF-icB, mientras que sólo un 40% de los
animales tratados con quinapril mostraron positividad. No se detectó actividad NF-KB en
los animales sanos (figura 35). La incubación de las preparaciones con una secuencia
mutada de NF-KB no mostró tinción, demostrando así la especificidad de la técnica
(resultados no mostrados).
Además, con el propósito de estudiar qué tipo de células en la lesión eran positivas
para la actividad NF-KB, realizamos doble tinción con anticuerpos específicos para
macrófhgos y CML. En la figura 36A se muestra una doble inmunobistoquimica de la lesión
de un animal sin tratamiento, en la que aparece en marrón el área ocupado por CML y en un
ligero rosa, el área invadida por macrófagos. Ambos tipos celulares presentaron actividad
NF-KB. En la figura 36B se muestra un tinción doble de la zona de la cápsula de la lesión,
donde se aprecian los núcleos con actividad NF-KB en azul oscuro (flecha) y el citoplasma
de las CML en marrón. En la figura 36C aparece el área correspondiente a la zona ocupada
por los macrófagos, donde se muestran los núcleos en azul oscuro (flecha) y el citoplasma
de los macrófagos en marron.
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2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA
Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa o estatinas han demostrado ser muy
eficaces en reducir la mortalidad total y cardiovascuiar, tanto en prevención primaria (The
45 investigators, 1994) como en secundaria (Shepherd et al., 1995). Sin embargo, aunque
se sabe que las placas ricas en lípidos son más propensas a romperse, los mecanismos por
los que los inhibidores de la HMG-CoA reductasa reducen los eventos coronarios no están
demasiado claros.
En este sentido, en un modelo experimental de hiperlipidemia mixta (0.5% de
colesterol y 14% de aceite de coco), hemos abordado el estudio del efecto del tratamiento
con atorvastatina (Atv), una nueva estatina que además de reducir los niveles de colesterol
total y LDL disminuye los triglicéridos (Bocan et al., 1994). Concretamente estudiamos su
acción sobre la progresión de la placa y el contenido de macrófágos como marcador de su
estabilidad.
2.1.- EVOLUCION DEL PESO Y DE LOS LIFIDOS PLASMÁTICOS
El peso de los animales se controló semanalmente con el fin de ajustar la dosis del
medicamento en fUnción de su evolución. Tras la cirugía se observó una ligera disminución
del peso medio de los animales (3% tras la inducción del daño endotelial y 14% tras la
angiografia control), que se recuperó en los dos casos hasta valores normales al cabo de las
cuatro semanas. El tratamiento con Atv no modificó la evolución del peso (sin tratamiento:
3.2±0.7kgvsAtv:3.3±0.7kg).
En la tabla XI observamos que en el momento de la distribución aleatoria, tras 4
semanas de dieta al 0.5% de colesterol y 14% de aceite de coco, el colesterol plasmático y
el colesterol LDL estaban elevados unas 20 veces sobre los valores iniciales, los triglicéridos
2 veces y las HDL no se modificaron. Tras el tratamiento, en el momento del sacrificio, el
grupo tratado con Atv presentó una disminución significativa del colesterol plasmático
(60%; p.cO.0’4), del colesterol LDL (40%; p.c0.O2) y de los triglicéridos (50%; p<O.02) con
respecto al grupo control. El colesterol HDL no se modificó con el tratamiento.
102Resaludos
TABLA XI. Valores de los lípidos en elpíasma (mg/dl)
DISTRIBUCION
ALEATORIA
SACRIFICIO
Sin tratamiento Atorvastatina
Colesterol 54 ±43
LDL
ffDL
42±63
25 ±16
Triglicéridos 63 ±18
1000 ±419*
907 ±455*
27±12
133 ±78
BASAL
595 ±404
79 ±29
25±9
96 ±28
249 ±322
49±2t
25±7
51 ±33~
p<0. 004 vs valores iniciales; p<O.04, #p<002 vs animales sin tratamiento.
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2.2.- ANALISIS DE LAS LESIONES VASCULARES
La evaluación de la lesión se realizó sobre cortes histológicos teflidos con orceina.
Los datos se obtuvieron evaluando los cortes que presentaban la máxima lesión en cada
animal. Como podemos comprobar en las Figuras 37 y 38, la estenosis máxima de las
arterias femorales de los animales tratados con Atv fUe significativamente menor que aquella
del grupo sin tratamiento, estimada como la relación íntima/media (0.129 ±0.038vs 0.4 12
±0.322; p=0.OOl) o como porcentaje del área de la luz ocupada por la lesión (10.06 ±
7.03% vs 21.24±13.54%; p=0.O38).
4
o
uJE
U
F
z
z
O
5
5
‘u
E
0,6
0,4
0,2
o
O
o
‘20
O
N
-I
10~t
o
Figura 37. Análisis morfométrico de las lesiones. Cuantificación morfométrica de la lesión.
Las barras en negro representan la relación íntima/media y las barras rayadas el porcentaje dc luz
ocluida. Los datos son la media dc 7 conejos tratados ftente a 8 sin tratar. p=O.OO1 vs Sifl
tratamiento; ~p—0038 vs sin tratamiento. Las barras representan la media ±EEM.
* p=O.O01 30
* * p=0.038
SIN TRATAMIENTO ATORVASTATI NA
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2.4.- EXPRESION DE MCP-1 EN LAS ARTERIAS FEMORALES
La expresión del mENA de MCP- 1 se cuantificó por RT-PCR, y tras comprobar que
la amplificación del fragmento era lineal hasta los 35 ciclos, los resultados valorados son los
obtenidos tras 30 ciclos de amplificación. Como podemos observar en la Figura 40, la
expresión de MCP-1 aumentó 2 veces en el grupo no tratado, con respecto a los controles.
Este incremento fue atenuado por el tratamiento con Atv.
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Figura 40. Expresión de MCP-I en arteria femoraL El RNA se obtuvo de las arterias
femorales mezclando el procedente de los animales del mismo grupo. Tras someterlo a Rl se realizó
la PCR durante 25, 30 y 35 ciclos de amplificación, valorando ¡os resultados obtenidos a los 30
ciclos que se muestran en la parte izquierda. En la parte derecha se muestra el análisis
densitométrico del MCP-l corregido por G3PDH.
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2.5.- EXPRESION PROTEICA DE MCP-1 EN LAS LESIONES
La presencia de MCP-1 en la neoíntima y en la media, en las secciones que
presentaban la máxima estenosis, se evaluó mediante inmunohistoquimica con un anticuerpo
policlonal anti-MCP-l (Figura 41). Todos los animales del grupo sin tratamiento
presentaban tinción para MCP-l frente a 5 de 7 animales del grupo de Atv. El área de
tinción se cuantificó automáticamente, como se describe en los métodos, y fUe
significativamente más bajo en el grupo de Atv que en el grupo sin tratamiento en la
neolotima (3881 ±3898 ¡xm2 vs 41657 ±43141gm2; p.c0.OOO2) y en la media (10027 ±
341 .±m2vs 16584 ±5401 j.tm2, p<0.O2) (Figura 42). Los animales control no mostraron
tinción.
La presencia de macrófagos en la neoíntima coincidió con la expresión de MCP-l.
Sin embargo, como se aprecia en la Figura 41, el MCP-l también parece estar presente en la
capa media y en áreas de la neoíntima donde no hay macrófagos, sugiriendo que las células
de músculo liso vascular podrian ser las responsables de su síntesis.
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2.6.- ACTIVACION NF-KB EN LA FEMORAL LESIONADA, AORTA E JUGADO
Mediante la técnica del South-Westem nos planteamos determinar in sztu la
presencia de NF-icB activado en las lesiones. La cantidad de núcleos teflidos en el tejido se
calculó según una valoración semicuantitativa comprendida entre O y 6 según la intensidad
de la tinción que presentaba cada preparación. De esta forma, se encontró actividad NF-KB
en la neointima y en la media de 4 de 7 animales estudiados en el grupo que no recibió
tratamiento (todos ellos =2), y en niguno del grupo de animales sanos. Atv produjo una
disminución del 60% y 65% de los valores medios de activación en la íntima y en la media
respectivamente. En la Figura 43 se muestra un ejemplo de un animal sin tratamiento (A),
tratado con Atv (B) y un animal sano (C). Cuando las preparaciones se incubaron con el
oligonucleótido mutante para NF-KB no se apreció tinción alguna, lo que demuestra la
especificidad de la sonda empleada.
Puesto que NF-KB puede estar presente tanto en macrófagos como en CML, nos
propusimos estudiar, mediante la técnica de doble tinción, cuales de estas células eran
responsables de la actividad encontrada en las lesiones. Como se puede ver en la Figura 44,
la actividad NF-KB se detectó en los animales no tratados en áreas tefiidas para macrófagos
y CML. Sin embargo, debido a que hay una mayor cantidad de CML es lógico pensar que
una gran parte del NF-KB activado en el vaso lesionado se deba a estas células.
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Puesto que se ha demostrado que una dieta aterogénica puede inducir la activación
del NF-KB en el hígado (Liño et al; 1993), nos planteamos estudiar mediante geles de
retardo si la activación de este fictor en hígado y aorta podía ser modulada por el
tratamiento con Atv.
Extractos proteicos de los grupos tratados, sin tratar y sanos se mezclaron en sus
distintos grupos utilizándose para los ensayos 10 ~tgde proteína total de cada mezcla. Con
respecto a los animales sanos, el NF-KB se encontró activado en el hígado y en la aorta de
los conejos sin tratamiento mientras que aquellostratados con Atv presentaron una marcada
reducción de la activación en ambos órganos (Figura 45). Los ensayos de competición se
realizaron en presencia de los oligonucleótidos NF-KB y AP- 1 filos, para establecer la
especificidad de la reacción, que fue demostrada para el NF-KB, mediante la disminución de
las bandas de retardo, pero no para el AP- 1 (Figura 45).
El AP- 1 es un factor de transcripción implicado principalmente en la regulación de
los genes de la matriz extracelular y metaloproteinasas y parece tener una importancia
secundaria en el control de los genes implicados en la inflamación. Por este motivo nos
propusimos determinar la activación de este factor en el hígado y en la aorta de los conejos.
Como se muestra en la Figura 45, la actividad AP- 1 se incrementó en la aorta e hígado de
los conejos sin tratamiento pero no fue modificada por el tratamiento con Atv. Los
experimentos de competición con AP-l filo, pero no NF-KB, hicieron desaparecer los
complejos marcados.
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Figura 45. Actividad NF-rE y AP-1 en la aorta e hígado de los con 4os. La activación de
NF-KB (paneles superiores) y AP-1 (paneles inferiores) se determinó en la aorta (paneles izquierdos)
e hígado (paneles derechos) de los conejos. Los extractos celulares se mezclaron y a continuación se
procedió a la realización del experimento. (1) Conejos control, (2) conejos sin tratamiento, (3)
conejos tratados con atorvastatina., (4) ensayos de competición con NF-KB frío (panel superior) y
AP-l frío (panel inferior). + control positivo con extracto nuclear Hela.
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PARTE II: ESTUDIOS IN VITRO
1.- EXPRESION DEL GEN MCP-1 EN MONOCITOS Y CML
Los macrófagos son inicialmente los responsables del incremento de MCP- 1 en las
arterias ateromatosas (Nelken et al., 1991), aunque las CML también pueden sintetizar esta
quimioquina. Para mostrar el efecto de la Mg II y las LDL en la expresión del MCP-l,
realizamos experimentos en cultivos de la línea monocitica U937 y en CML de rata.
Estudios preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que la
máxima expresión de MCP-l se observa al cabo de 6 horas, tanto en células monocíticas
como vasculares (datos no mostrados). Por tanto, los experimentos se realizaron en células
en estado de reposo preincubadas durante 24-48 horas en medio al 0.5% de STF y
estimuladas con Ang II (l0~~ molIl) y con LDL (100 gg/ml) durante 6 horas.
Expresión en células monocíticas:
La Ang II (l0~~ mol/l) y la LDL nativa indujeron un incremento en la expresión del
niRNA del MCP-l de 3 y 2 veces respectivamente (Figura 46A y 46B). El TNF-ct,
empleado como control positivo, produjo un incremento en la expresión de 6 veces.
Para analizar si la movilización de NF-KB podria estar implicada en la activación del
MCP-l inducida por la Mg II y LDL, preincubamos las células durante 1.5 horas con 200
gmolIl de pirrolidin-ditiocarbamato (PDTC), una sustancia que inhibe ¡a activación de NF-
KB en algunos tipos celulares (Schreck et al., 1992). En todos los experimentos, la
expresión de MCP-l fue completamente bloqueada por la preincubación con PDTC,
sugiriendo que el incremento en la expresión del mRNA de MCP-l por estos estímulos es
mediado por la activación de NF-KB.
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Fiuura 46. Expresión de MCP-I en células monocíticas. Las células fueron deplecionadas y
estimuladas durante 6 horas con los diferentes estímulos. Como control interno se empleó el RNA
ribosomal 28S. A. (1) Basal. (2) Ang II (UY9 molIl) (3) TNF-a bOU/ml. (4) Mg fl (1O~ mol/l)preincubado durante 1.5 h. con 200 i.mol/l de PDTC. B. (1) Basal. (2) TNF-a 1001J/ml. (3) LUL
(100 !xg/ml). (4) LDL(b00j.tg/ml) preincubado durante 1.5 h. con 200 i.¡mol/l de PDTC. En la parte
inferior se muestran los análisis densitométricos expresados en unidades arbitrarias de
densitometrado.- Los datos constituyen un experimento representativo de 2 realizados.
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Células musculares lisas:
La incubación de las CML con Mg II (l0~~ molIl) y con LDL (100 ~tg/ml)
incrementó la expresión del gen de MCP-l de 3.3 y 2 veces respectivamente. La
preincubación de estas células con PDTC disminuyó, en ambos casos, dicha expresión
(Figura 47).
o 350
O
tu 300
0E2 250
o,e
• 200
a
~ 150
100
t4>
~
o 1 2 3 4 5
Figura 47. Expresión del MCP-1 en CML. En esta Figura se muestra un experimento
representativo de dos realizados. (1) Basal. (2) Mg II (l0~~ mol/l) (3) Mg II (1O~ mol/1)
preincubado 1.5 h. con PDTC (200 imol/I) (4) LDL (100 }ig/mI) (5) LOL (100 ~g/ní1)preincubado
durante 1.5 h. con 200 jmolll de PDTC. Como control de carga se utilizó el RNA ribosomal 285
teñido con bromuro de etidio. En el margen derecho aparece el análisis densitométrico.
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2.- ACTIVIDAD NF-icB EN MONOCITOS Y CML ESTIMU?LADAS
CON ANG II
Células monocíticas:
Las células U937 se incubaron con Ang II <íot ío~9 y 10.10 mol/l) durante 30, 60 y
120 mm. Para estimar la cantidad de NF-KB activo, los extractos nucleares obtenidos se
corneron en geles de retardo. La inducción óptima se encontró tras 1 h. de estimulación,
volviendo casi a los niveles basales a las 2 h. por lo que los experimentos se realizaron a 1 h.
La especificidad de la reacción se estableció utilizando los controles descritos
anteriormente.
La Mg II aumentó la actividad NF-KB, siendo máxima a la dosis de l0~ molIl (3
veces sobre el basal). El LPS, un fuerte inductor de la activación de NF-KB en macrófagos,
se utilizó como control positivo (figura 48). La preincubación de estas células con PDTC
anuló la activación de NF-KB (no mostrado).
La preincubación de los extractos nucleares durante 1 Ii con 1 ~xgde anticuerpo anti-
pSO o anti-p65 redujo la intensidad de las bandas mientras que el anticuerpo anti-pSO indujo
la aparición de un complejo de superretardo (figura 48, línea 9).
Células musculares lisas:
También quisimos saber si la Mg II podía inducir la activación de NF-KB en CML.
Como se muestra en la figura 49 , la Ang II aumentó la activación de NF-KB en los mismos
tiempos y dosis ensayados para las células monocíticas. Así, la dosis de ío~~ produjo un
aumento de 7 veces respecto a los niveles basales. La activación de NF-icfl disminuyó
cuando las células se preincubaron con 200 pmol/l de PDTC durante 1.5 h.
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En los ensayos de superretardo, la preincubación de las células con el anticuerpo
anti-pSO durante 1 h. disminuyó la intensidad de la banda principal, mientras que el anti-p65
casi la hizo desaparecer (figura 49).
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Fi2ura 48. Actividad NF-rl? en células monoc¡’ticas estimuladas con Ang II. Las células
U937 se incubaron con los estímulos durante los períodos de tiempo indicados. En el panel de la
izquierda se muestra un experimento representativo de 3 realizados y el análisis densitométrico
aparece en el panel inferior. (1) Basal 30 mm. (2) Mg II (1W9 mola) 30 mm. (3) Basal lh. (4) Ang
U (10~~ mol/l) lb. (5) Ang II (10~ moIl) lb. (6) LPS (1>xg/ml) lb. Los extractos nucleares se
incubaron con anticuerpos para las subunidades P50 Y P65 de NF-KB (panel derecho): (7) Basal (8)
Mg II (10~~ mol/l) (9) Mg II (1O-~ mola) con anti-p50 y (10) Mg U (10-~ molñ) con anti-p65.
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Fi2ura 49. Actividad NF-id? en células musculares lisas estimuladas con Ang II Las
CML se deplecionaron y luego se incubaron durante lh. con los estímulos. Las preincubaciones con
PDTC se llevaron acabo durante 1.5 h. a 200 i.tmol/l de concentración. En el panel izquierdo se
muestra un experimento representativo de 3 realizados y el anális densitométrico aparece en la parte
inferior. (1) Basal. (2) Mg II (1W7 mola) (3) Mg II (10-y mola) + PDTC (4) Mg fi (lW9mol/l) (5)
Mg JI (i0-~ mol/l) + PDTC (6) LPS (lpg/ml). En el panel derecho aparecen los extractos nucleares
incubados con los anticuerpos para las subunidades de NF-KB (p50 y p65). (7) Basal. (8) Mg II
(10~ mola) (9) Mg II (10~ mol/l) con anticuerpo antí p50 y (10) Mgfi (1O~ mola) con anti p65.
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3.- ACTiVIDAD NF-icB EN MONOCITOS Y CML ESTIMULADAS
CON LDL
Células monocíticas:
Las células U937 se deplecionaron y se incubaron con LDL (100 ¡xg/ml) durante 1 y
2 h. Con el propósito de detenninar la cantidad de NF-KB activo se extrajeron los extractos
nucleares y se corrieron en geles de retardo. Las LDL produjeron aumento de la activación
de NF-KB de 3 veces respecto a los niveles basales tras 1 h. de incubación (Figura SOA),
volviendo casi a los niveles basales a las 2 h. La preincubación de las células con PDTC
disminuyó la activación de NF-KB (no mostrado).
Células musculares lisas:
En estas células también comprobamos la capacidad de las LDL para activar el NF-
KB durante 1 y 2 h, siendo la inducción óptima tras 1 h de incubación. Como se muestra en
la Figura SOR, las LDL produjeron un incremento de la activación de 2.5 veces respecto a
los niveles basales tras lb. de incubación (línea 2). Este incremento fié similar al observado
al incubar las células con un fuerte inductor de NF-icB como es el TNF-a (línea 3). La
preincubación de las células con PDTC disminuyó la activación de NF-KB (no mostrado).
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F¡~nra 50. Actividad NF-rE en U937y CML estimuladas con LDL. La actix4dad NF-KB se
deterniinó en (A) células 14937 y (B) CML. En ambos casos las células fueron deplecionadas y se
incubaron con LDL (100 pg/ml). (A). (1) Basal 1 h. (2) LDL 1 h. (3) Basal 2 h. (4) LOL 2 h. (B).
(1) Basal 1 h. (2) LOL lh. (3) TNF-ct. Las flechas indican la formación de los complejos.
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El proceso de aterogénesis se produce como consecuencia de las múltiples
interacciones entre estímulos dañinos que actuan sobre el endotelio y las respuestas
reparativas de la pared arterial. Esto conduce a una acumulación intraarterial de lípidos intra
y extracelulares, macrófagos, células T, CML, proteoglicanos, colágeno y fibras necióticas.
La existencia de una reacción inflamatoria es la clave en la aterogénesis y, más importante
aún, en la rotura y trombosis de las placas ya formadas, que da lugar a los síndromes
coronarios agudos. La presencia de células inflamatorias en la placa es favorecida por la
liberación de factores quimiotácticos tales como LDLox y quimioquinas. Entre éstas destaca
el MCP-1, que es expresado en respuesta a una gran variedad de estimulos tanto in vitro, a
través de LDL, IIL-1f3 y TNF-a (Takahashi et al., 1995), como iii vivo (Yu et al., 1992). La
expresión de ésta y otras quimioquinas está controlada por un factor nuclear, el NF-KB.
La participación de la activación del factor nuclear KB en la patogénesis de la
aterosclerosis es una idea atractiva y novedosa. En esta tesis hemos podido comprobar que
la infiltración de macrófagos y la expresión de MCP-1 están aumentadas en las placas
ateroscleróticas de manera paralela a la activación de NF-KB.
Mediante el desarrollo de un modelo experimental de aterosclerosis acelerada hemos
estudiado algunos de los mecanismos implicados en el desarrollo y rotura de la placa
aterosclerótica. Los resultados obtenidos demuestran que:
1.- El sistema renina-angiotensina puedejugar un papel muy importante en la patogénesis de
la aterosclerosis, al considerar que la Mg II puede ser responsable, al menos en parte, de la
acumulación de macrófagos a nivel neointimal al promover la expresión de MCP-1,
probablemente a través de la activación de NF-KB.
2.- La administración de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa, enzima clave en la ruta de
síntesis del colesterol, reduce la severidad de las lesiones ateroscleróticas, asi como la
infiltración de macrófagos y la expresión de MCP-1 en la placa, probablemente a través de
la inhibición de la activación de NF-i<B. La menor presencia de macrófagos, además de
mediar en parte el efecto del enlentencimiento en la progresión de la lesión, podría explicar
¡a acción estabilizadora observada a nivel clínico con estos fármacos.
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1.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA ECA EN UN MODELO DE
HIPERCOLESTEROLEMIA
1.1- ACTIVIDAD DE LA ECA Y FORMACION NEOINTIMAL
En vasos intactos, la actividad de la ECA es generada principalmente por las CE,
mientras que durante el proceso aterosclerótico, las CML de la neointima llegan a ser las
responsables del incremento observado en la actividad de la ECA (Rakugi et al., 1994). La
Mg II formada en la vasculatura estimula el crecimiento de CML asociado con un
incremento en la síntesis de DNA y la expresión de protooncogenes y citoquinas (Dzau,
1993). La infusión exógena de Mg II produce una hipertrofla vacular en vasos no dañados
y potencia la formación neointimal en vasos dañados mediante balón (Daemen et al., 1991;
Prescott a al., 1991). Todos estos hechos sugieren que la Mg II puede estar directamente
implicada en el proceso aterosclerótico.
Muchos grupos han demostrado que los inhibidores de la ECA reducen la
proliferación neointimal (Powel¡ et al., 1989), la cual parece estar estrechamente relacionada
con la actividad de la ECA tisular pero no con la sérica (Rakugi et al., 1994). Además, la
hiperpíasia neointimal, es prevenida por antagonistas del receptor tipo 1 de la Mg II (Al 1)
(Osterrieder et al., 1991). Estos efectos podrían estar relacionados con el aumento en
quininas, producidos por los inhibidores de la ECA, lo que permitiría la generación de NO y
prostaciclinas que inducirían un efecto antineointimal (Linz et al., 1995).
En nuestro modelo, el quinapril administrado desde 2 días antes hasta 7 y 28 días
después del daño endotelial a una dosis de 1 mg/Kg/día produjo una inhibición de la
actividad de la ECA sérica (día 0) entorno a un 70%. Por el contrario la actividad tisular, en
el momento de producirse el daño, no mostró cambios significativos respecto al grupo sin
tratamiento. Sin embargo, dicha actividad fue inhibida en un 40 % Y 50% tras 7 Y 28 días de
tratamiento. Por otro lado, no hubo cambios significativos en la reducción de la formación
neointimal, tanto a los 7 como a los 28 días, aunque si se aprecia una cierta tendencia hacia
la normalización en aquellos animales tratados con quinapril.
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Estos resultados son comparables a los observados por Rakugi y cols., en la
neointima vascular tras el daño endotelial mediante balón (Rakugi et aL, 1994), quienes
también describen una disociación entre la actividad tisular y circulante. Este grupo además
muestra una correlación entre el tamaño neointimal y la actividad de ECA tisular,
demostrando que sólo a altas dosis de quinapril se alcanza una disminución significativa del
tamaño neointimal, debido probablemente a la relativa dificultad de inhibir la actividad de la
ECA tisular.
1.2.- LA ANG II PARTICIPA EN EL RECLUTAMIENTO DE MACROFAGOS
HACIA LA NEOINTIMA
Según los resultados obtenidos en esta tesis, la Mg II potencia la generación de
MCP-1 tanto en células mononucleares como en CML y podría además participar en el
reclutamiento de monocitos hacia la lesión aterosclerótica. El MCP-l es una quimioquina
cuya presencia ha sido demostrada en lesiones ateroscleróticas humanas, fundamentalmente
en las áreas infiltradas por macrófagos (Nelken et al., 1991) y más frecuentemente en las
placas responsables de síndromes coronarios agudos (Weber et al., 1995).
La actividad quimiotáctica de la Mg II y sus productos de degradación sobre las
células mononucleares está bien establecida (Goetzel et al., 1980). La Mg II puede inducir
la generación en las CE de factores quimiotácticos para neutrófilos (Farber et al., 1990).
Los datos aquí presentados demuestran que la administración de quinapril, un
inhibidor de la ECA (iECA) de alta fijación tisular, a animales con daño endotelial y dieta
aterogénica disminuye la expresión de MCP-1 y el número de macrófagos que invaden la
neoíntima y la media. Este efecto podría ser debido a la reducción de la Mg II inducida por
el quinapril. Esto se apoya en los estudios in vitro donde la Mg II directamente aumenta la
expresión génica de MCP-1.
Sin embargo, los iECAs también pueden inhibir la degradación de bradiquininas
(Hornig et al., 1997) y modificar la generación de NO al disminuir la acumulación de Ang 1
y su metabolito angiotensina-(1-7) que parece tener propiedades antiproliferativas (Freeman
etal., 1996).
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En células endoteliales, una disminución en la producción basal de NO puede inducir
un incremento de la producción de MCP-l y de la actividad NF-KB (Zeiher et al., 1995). La
Ang II puede inhibir la expresión de la NO sintasa inducible estimulada por citoquinas
(Nakayama et al., 1994). En una situación de daño vascular con niveles incrementados de
citoquinas, el bloqueo de la generación de Mg II podría contribuir a la eliminación de su
efecto negativo sobre la producción de NO. Esta podría ser otra vía por la que estos
fármacos podrían tener un efecto beneficioso en la reducción de la acumulación de células
mononucleares.
1É3.- LA ANG II PROMUEVE LA EXPRESION DEL mRNA DEL MCP-l VtA
ACTIVACION DE NF-KB EN CULTIVOS DE MONOCITOS Y CELULAS
MUSCULARES LISAS
Nuestros resultados demuestran que el incremento de la expresión de MCP-1
inducido por la Mg II es mediado por la activación de NF-KB. El mecanismo por el cual la
Mg II promueve la activación de NF-KB no está completamente dilucidado. Aunque la vía
de activación de este factor nuclear es multifactorial, parece estar implicada una protein-
quinasa serina-treonina (Suzuki et al., 1994). En diferentes células tales como CML, la Mg
II incrementa la fosforilación de tirosinas de las proteínas y activa algunas proteína-
quinasas, incluyendo la C (Ullian et al., 1990). Sin embargo, no hay evidencias directas que
muestren que esta quinasa juegue algún papel en la movilización de NF-KB. La Mg II
también fosforila a los factores de transcripcióñ pertenecientes a la familia STAT a través de
la activación del receptor ATí (Marrero et al., 1995). La proteína Stat3, perteneciente a
esta familia, es activada por la tirosina quinasa del oncogen Src (Yu et al., 1995), el cual
está activado en CML después de haber sido estimuladas con Mg II (Ishida et al., 1995).
Algunos datos indican que los intermediarios de reactivos de oxigeno, en concreto el
H2O2, sirven como mensajeros en ¡avía de activación de NF-icB (Schreck et al., 1992). De
hecho, antioxidantes como el PDTC disminuyen la activación de NF-KB y la expresión
génica de MCP-1 y otros genes inflamatorios (Collins et al., 1993).
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Investigaciones recientes han mostrado que los intermediarios de reactivos de
oxigeno también parecen estar implicados en las señales de transducción intracelular de la
Mg II (Puri et al., 1995). Nuestros datos muestran que la inhibición de los efectos de la
Ang II por medio del PDTC están en consonancia con este mecanismo.
1.4.- LA INHIBICION DE LA ECA DISMINUYE LA ACTI’VACION NF-KB EN
VASOS DAÑADOS
Aunque estudios previos han mostrado que en hámsters hiperlipidémicos el inhibidor
de la ECA captopril inhibe la acumulación de macrófagos independientemente de la presión
sanguínea y de los lípidos plasmáticos, no se ha propuesto ninguna posible explicación
(Kowala et al., 1994). En este trabajo, hemos demostrado por primera vez que la
disminución de monocitos en la neoíntima de conejos hiperlipidémicos tratados con
quinapril está claramente asociada a la reducción tanto en la activación de NF-KB como en
la expresión del mRNA y la proteína de MCP-l en la pared arterial (Hernández-Presa et al.,
1997).
También hemos demostrado por primera vez la presencia de NF-KB activado en las
arterias femorales de los conejos mediante una nueva técnica de localización in mu. El NF-
KB activado se encontró tanto a nivel de neoíntima como de capa media, apareciendo
mucho más incrementado en las femorales de los animales sin tratamiento. Estos resultados
están en consonancia con los estudios llevados a cabo por el grupo de Brand, donde se
demuestra la presencia de NF-,cB activado en lesiones ateroscleróticas humanas mediante
técnicas inmunohistoquimicas (Brand et al., 1996). En estas lesiones la actividad NF-KB fue
identificada en CML, macráfagos y CE. En nuestro modelo identificamos actividad NF-KB
en macrófagos y CML.
Estos resultados están de acuerdo con la idea de que la activación de NF-icB y la
subsiguiente expresión de genes inflamatorios conducen a los eventos que van a dan lugar al
desarrollo de la lesión aterosclerótica. La actividad de NF-icB puede ser inducida por una
amplia variedad de tipos celulares en respuesta al tratamiento con estímulos como It- 1,
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TNF-a, stress oxidativo, y LDLox (Grimm et al., 1993). En esta tesis, también hemos
demostrado que la Mg II es otro factor que podría ser añadido a esta lista. Cabe destacar
que la actividad NF-xB constitutiva es esencial para la proliferación de cultivos de CML
bovinas (Bellas et al, 1995).
Estudios recientes han demostrado que la inestabilidad de la placa aterosclerótica
está íntimamente relacionada con su contenido de macrófagos (Moreno el al, 1994). Uno
podría especular que durante la aterosclerosis temprana en conejos, la disminución de la
producción de MCP-l y el contenido de macrófagos a nivel neointimal inducido por el
quinapril podría favorecer la estabilización de la lesión. En este sentido, algunos estudios
realizados en pacientes a los que se les ha suministrado inhibidores de la ECA han mostrado
una disminución del riesgo de eventos isquémicos agudos (Yusufet al., 1992).
1.5.- LA DIETA ATEROGENICA POTENCIA LA ACTIVACION DE NF-KB EN
LAS AORTAS NO DANADAS
Una de las respuestas a la dieta bipercolesterolémica es la expresión de MCP- 1 por
CML (Yu et al., 1992). En conejos sometidos a una dieta rica en colesterol, durante los
primeros 10-12 dias el endotelio no dañado parece estar morfológicamente intacto, sin que
haya adherencia de plaquetas (Simionescu et al., 1986).
La hiperlipidemia es uno de los factores de riesgo más importantes para las
enfermedades cardiovasculares, tanto es así que recientemente se ha demostrado, en un
modelo de conejos con dieta rica en colesterol (Mitani et al., 1996), que la hiperlipidemia
mcrementa la actividad de la ECA en vasos sanguíneos existiendo una estrecha relación
entre la actividad de la ECA tisular y la formación de la placa.
Además la estimulación de CML con LDL in vifro incrementa la estabilidad del
receptor ATt (Nichenig et al., 1997). Este hecho es muy interesante ya que podria estar
relacionado con la asociación entre niveles elevados de LDL e hipertensión arterial (Kannel
et al., 1995; Flesch et al., 1994).
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Por otra parte, Liao y colaboradores han mostrado que existe una fuerte correlación
entre la susceptibilidad de formación de la estría grasa aórtica y la activación de NF-KB
(Liao et al., 1994). Estos hechos se han confirmado en estudios realizados sobre conejos
hipercolesterolémicos donde la administración de antioxidantes como el PDTC redujo la
formación de la lesión neointimal (Kurz et al., 1995).
En este sentido, nuestros resultados muestran que la LDL induce expresión de
MCP-l a través de la activación de NF-KB en células mononucleares y en CML. Además, el
análisis de las aortas no dañadas, mediante ensayos de retardo, mostró una fuerte activación
de NF-KB debida únicamente a la dieta hipercolesterolémica, a los 7 y a los 28 días. El
tratamiento con quinapril redujo dicha actividad en ambos casos. Mediante ensayos de
superretardo se demuestra que el NF-KB está formado por las subunidades p50 y p65 . Esta
disminución de la actividad NF-KB en las aortas de los animales tratados con quinapril
podría ser explicada por la reducción de la Ang II, generada como consecuencia de la
hiperlipidemia.
1.6.- EFECTO DEL QUINAPRIL SOBRE LA EXPRESION DE IL-S
La interleuquina-8 (11-8) es un péptido quimiotáctico perteneciente, junto con el
MCP-l, a la familia de las quimioquinas. Hasta hace poco no se había dado una especial
atención a este péptido en la aterosclerosis, probablemente debido a que iicialmente fue
ideñtificado como un potente factor quimiotáctico de neutrófilos, un tipo celular no muy
frecuente en las lesiones ateroscleróticas humanas.
Sin embargo, estudios recientes han mostrado que esta quimioquina es inducida y
producida por macrófagos espumosos en las placas de ateroma (Wang et al., 1996), y que
está implicada en muchos procesos biológicos relacionados con la aterogénesis. Así, es un
potente factor quimiotáctico y/o mitogénico de linfocitos 1 (Larsen et al., 1989), de CML
.(Yue et al., 1994) y de CE (Szekanecz et al., 1994), pudiendo de este modo participar en el
engrosamiento intimal.
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Todo esto sugiere que ]IL-8 podría estar implicada en la migración y proliferación de
CML. contribuyendo, por un lado, a la formación de la placa aterosclerótica y, por otro, a su
desestabilización y rotura a través de sus propiedades angiogénicas (Szekanecz et al.,
1994).
La activación de NF-KB parece ser indispensable para la transcripción génica de It-
8, aunque dependiendo del tipo celular, NF-11L6 y AP-1 parecen ser también requeridos
(Mukaida et al., 1994; Muñoz et al., 1996). En este sentido, tras los resultados obtenidos
sobre las CML donde la Ang II indujo activación NF-KB, estudiamos si la inhibición de la
generación de Ang II debido al tratamiento con quinapril podría dar lugar a la normalización
de la expresión de 11-8 en las arterias femorales dañadas.
Nuestros resultados han mostrado que la inducción de daño endotelial en la arteria
femoral de los conejos produjo un aumento en la expresión de IL-8 tanto en el modelo de 7
como en el de 28 días. El tratamiento con quinapril redujo de forma significativa la
expresión génica y proteica en ambos modelos.
Una hipótesis interesante, que explicaría estos hechos, es que el descenso de IIL-8
podría estar relacionado con el incremento en la generación de NO como consecuencia de la
inhibición de la ECA, ya que se ha demostrado que el NO regula la expresión de 11-8 por el
bloqueo de la activación de NF-KB (Mdrew et al., 1995; De-Caterina et al.; 1995).
1.7.- EXPRESION DE IL-1f3 Y TNF-a
IIL-133 y TNF-ct son citoquinas proinflamatorias que juegan un importante papel en
el desarrollo de la lesión aterosclerótica. Ambas citoquinas junto con el TGF-~ inhiben la
proliferación endotelial e inducen la expresión de genes de forma indirecta, como el PDGF,
al actuar sobre macrófagos, CML y CE (Ross et al., 1996). También pueden regular la
producción de MCP-l (Libby et al., 1995) y de moléculas de adhesión (Braun et al., 1995)
contribuyendo de esta forma a la migración y adhesión de monocitos.
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En nuestro modelo experimental (7 y 28 días) ambas citoquinas se encontraban
aumentadas en los animales con aterosclerosis no tratada. La administración de quinapril,
tan solo produjo un ligero descenso en su expresión, que fue algo más acusado a los 7 dias.
Los datos aquí presentados sugieren, por tanto, que el sistema renina-angiotensina,
al menos en las condiciones de nuestro estudio, no es clave en su regulación.
1.8.- REGULACION DEL PDGF-B Y COLAGENO 1 POR QUINAFRIL
1.8.1.- Efecto sobre la expresión de PDGF-B
Uno de los principales factores de crecimiento implicados en el proceso aterogénico
es el PDGF, que puede aparecer como dos productos génicos distintos según sus cadenas
proteicas, PDGF-A y PDGF-B (Raines et al., 1990). En esta tesis nos hemos centrado en el
estudio del PDGF-B que es un importante factor mitogénico y quimiotáctico de CML,
implicado en la migración de éstas hacia la íntima (Uchida et al., 1996) promoviendo así el
desarrollo de la lesión aterosclerótica. Recientemente se ha demostrado que el PDGF-B
puede inducir la activación de NF-KB en CML de rata, pudiendo estar implicada esta
activación en la proliferación de dichas células (Obata et al., 1996).
El PDGF-B también es considerado un potente factor quimiotáctico de monocitos,
sobre los que induce la expresión del factor tisular, principal iniciador de la cascada de
coagulación (Ernofsson el al., 1996).
Uchida y colaboradores, han demostrado que la expresión del PDGF-B se encuentra
incrementada en arterias femorales de conejo dañadas mediante balán (Uchida et al., 1996),
alcanzando la máxima expresión al cabo de 7 dias y manteniéndose hasta 21 días. Acorde a
estos resultados, nos planteamos analizar la expresión del niRNA del PDGF-B, mediante
hibridación iii sítu, al cabo de 28 dias de haberse producido el daño endotelial.La expresión
génica de PDGF-B incrementó tanto a nivel neointimal como de capa media respecto a los
animales control. Sin embargo, el tratamiento con quinapril al cabo de 28 días indujo un
fuerte descenso de dicha expresión. Estos resultados, junto con el hecho de que el PDGF-B
sea un factor quimiotáctico de monocitos y pueda inducir la proliferación de las CML vía
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NF-KB, sugerirían el posible efecto beneficioso que pueden tener los inhibidores de la ECA
sobre la progresión y estabilidad de la lesión.
1.8.2.- Efecto sobre la expresión de colágeno 1
El colágeno constituye la principal proteína de la matriz extracelular de la placa,
representando el colágeno tipo 1 junto con el III el 60% de proteína total presente (Barnes,
1985) y al menos el 90% del colágeno total (Mecham et al., 1987). El colágeno 1 se
encuentra concretamente en la íntima de las placas fibrosas (Rekhter et al., 1993).
En las placas ateromatosas, la expresión génica del colágeno 1 es focal y aparece
principalmente en la cápsula fibrosa, proporcionando rigidez y estabilidad (Davies, 1996).
La reducción de la síntesis de colágeno 1, posiblemente por muerte apoptótica de CML
(Geng YJ et al., 1995; Bjórkerud el al., 1996), junto con la presencia de macrófagos que
liberan melaloproteinasas, que degradan el colágeno que forma la cápsula, conduce al
debilitamiento de ésta, haciéndola más propensa a la rotura (Nikkari et al., 1996).
En nuestro modelo experimental, al cabo de 7 y 28 días de haberse producido el
daño endotelial, los animales no tratados mostraron un aumento de la expresión del niRNA
y de su proteína apareciendo a nivel de neoíntima y de la capa media. El tratamiento con
quinapril no modificó este aumento.
El hecho de que el quinapril reduzca la expresión de quimioquinas (MCP- 1 e 11-8) y
el infiltrado de macrófagos sin afectar la expresión de colágeno 1, concuerda con la hipótesis
de que los iECAs podrían estabilizar las placas ateroscleróticas.
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2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA EN
UN MODELO DE HIPÉRLIPIDEMIA MIXTA
2.1.- LA INHIBICION DE LA HMG-COA REDUCTASA DISMINUYE LA
FORMACION NEOINTIMAL
Los fármacos hipolipemiantes reducen la incidencia de eventos isquémicos (Brown
et al., 1996), en particular, los inhibidores del enzima HMG-CoA reductasa disminuyen la
mortalidad total y cardiovascular, tanto en prevención secundaria (The 45 investigators,
1994) como en primaria (Shepherd et al., 1995). Estos efectos no son explicables por la
escasa reducción en la progresión de las lesiones ateroscleróticas que consiguen (Brown et
al., 1996) y se han atribuido a una posible acción estabilizadora de la placa.
El tratamiento hipolipemiante intensivo depleciona estas placas de ésteres de
colesterol, reduciendo su tamaño y ofreciendo una imagen de ligera regresión angiográfica
en un l0%-20%. En este sentido, el tratamiento con atorvastatina, un nuevo inhibidor de la
HtvIG-CoA reductasa, indujo una reducción significativa del tamaño de la lesión en un
modelo de hiperlipidemia mixta en conejos.
Sin embargo, las estatinas consiguen una reducción de la incidencia de trombosis de
placa mucho mayor (unas 10 veces) (Brown et al., 1990), que no puede explicarse por las
modestas regresiones observadas. La disminución del número de macrófagos, inducida por
el tratamiento en nuestro modelo, podría aportar una explicación alternativa a los efectos
beneficiosos encontrados en los ensayos clínicos.
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2.2.- LA INUIIJICION DE LA HMG-COA REDUCTASA: ¿VENTAJAS MAS
ALLA DE LA REDUCCION DEL COLESTEROL?. EL PAPEL DE LOS
ISOPRENOIDES
Aunque los resultados beneficiosos de los inhibidores de la HMG-CoA reductasa
pueden ser explicados a través de su acción hipolipemiante, ciertos datos sugieren que
además podrían tener un efecto directo sobre la pared arterial. De hecho, los inhibidores de
la HMG-CoA reductasa o estatinas, han sido beneficiosos en una variedad de modelos de
daño vascular o renal en la ausencia de efectos significativos sobre el colesterol sérico
(Bandoh et al., 1996; Guijarro el al., 1996).
Recientemente, se ha mostrado que la inhibición de la HMG-CoA reductasa
mediante pravastatina esta asociada con una reducción en episodios de rechazo agudo
cardiaco o renal en receptores transplantados (Katznelson et al., 1995; Kobaslúgawa et al.,
1995).
Las estatinas ejercen su acción directa en un paso temprano en la ruta de biosíntesis
del colesterol: la conversión del 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A en ácido mevalónico
(Goldstein et al., 1990). El metabolismo del mevalonato produce una serie de intermediados
isoprenoides, incluyendo el farnesil, el geranilgeranil, y el dolicol. Los isoprenoides son
necesarios para la proliferación celular y otras fimciones celulares importantes. La potencia
del efecto de las estatinas a nivel de la pared vascular dependería de su afinidad por el
enzima y de su capacidad para penetrar en las células de la pared vascular (Bocan et al.,
1992), siendo mayor en las más lipofilicas (Bocan et al., 1992; Sliskovic et al., 1992).
Estos hechos inducen a pensar que la reducción de isoprenoides podría explicar
algunos de los efectos beneficiosos de los inhibidores de la HMG-CoA reductasa, como la
inhibición de la proliferación de las CML (Massy et al., 1996). Esta hipótesis está de
acuerdo con el trabajo de Soma y colaboradores (Soma et al., 1993) quienes muestran que
lovastatina puede reducir la formación neointimal en un 33% en un modelo de conejos
normocolesterolémicos. Por otro lado, estudios previos han demostrado la mayor eficacia
de atorvastatina en reducir el tamaño de las lesiones ateromatosas frente a otras estatinas
menos lipofihicas, a pesar de conseguir similares reducciones de colesterol plasmático
(Bocan et al., 1994).
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2.3.- LA INHIBICION DE LA HMG-COA REDUCTASA ANUILA LA
INFILTRACION DE MACROFÁGOS EN LA LESION Y REDUCE LA
EXPRESION DE MCI>-1
La mayoría de las trombosis de las lesiones ateroscleróticas van precedidas de una
fisura en las mismas que pone en contacto su núcleo lipídico con la sangre (Fuster et al.,
1992; Fernández-Ortiz et al., 1994). En general, suelen ser placas que ocasionan sólo
estenosis leves o moderadas pero con un alto contenido lipídico. En su rotura juega un
papel importante la reacción inflamatoria y se ha demostrado la presencia de macrófagos en
la proximidad de las zonas fisuradas en placas complicadas procedentes de pacientes con
síndromes coronarios agudos (van der Wal et al., 1994; Moreno S al., 1994). Estas células
son capaces de liberar enzimas proteoliticas que degradan la cápsula de la lesión
aterosclerótica, debilitándola y facilitando su rotura (Hemxey el al., 1991; (ialis et al., 1994).
La presencia de macrófagos en la lesión es favorecida por factores quimiotácticos
tales como LDLox y MCP-l. En este sentido, atorvastatina no sólo reduce la generación de
LDLox sino también la síntesis de MCP- 1. Nuestros resultados muestran que el tratamiento
con atorvastatina reduce el MCP- 1 y elimina la infiltración de macrófagos en la lesión
aterosclerótica y esto podría ayudar a explicar el efecto estabilizador de las estatinas. Hay
que destacar que el tratamiento con atorvastatina no comenzó al inicio del experimento sino
tras 4 semanas de dieta hiperlipémica, intentando imitar así las condiciones de la
aterosclerosis humana, donde las estatinas se utilizan, en la mayoría de los casos, una vez
que la aterogénesis ha comenzado.
Sin embargo, pese a la ausencia de macrófagos en las lesiones de los conejos
tratados con atorvastatina,la expresión de MCP- 1 no fue completamente anulada, lo que
sugiere que el fármaco podría modular mecanismos adicionales implicados en la infiltración
a nivel neointimal, tales como la expresión de moléculas de adhesión y otras quiniloquinas.
En este sentido, se ha visto que la hipercolesterolemia puede inducir la expresión de
moléculas de adhesión vascular (Li et al., 1993).
El mecanismo de reducción en la expresión de MCP- 1 a nivel vascular no puede ser
dilucidado con los datos presentados en esta tesis, ya que no podemos excluir la posibilidad
de que atorvastatina también tenga un efecto directo sobre las lesiones ateroscleróticas. En
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este sentido, estudios in vitro realizados por nuestro grupo mdican que la inducción de
MCP-l en las CML y monocitos por factores que están sobreexpresados en la lesión
vascular (Ang II, IL-l y TNF-ct), puede ser reducida mediante el pretratamiento de las
células con atorvastatina (Ortego et al., enviado), excluyendo así la posibilidad de acciones
mediadas porla reducción del colesterol sérico.
También se demuestra en este trabajo que la Mg II, IL-l y TNF-ct inducen la
activación de NF-KB en CML y que el bloqueo de esta activación inhibe la expresión de
MCP-l. Puesto que atorvastatina modula el NF-KB inducido por estos factores,
posiblemente inhibe la expresión de MCP-l a través de este mecanismo. Estos resultados
sugieren que parte de los efectos encontrados in vivo por el tratamiento con atorvastatina
podrían ser debidos a un efecto directo del firmaco sobre las placas ateroscleróticas.
Esta hipótesis, esquematizada en la figura 51, explicaría los mecanismos celulares
por los que el tratamiento con una estatina, en este caso atorvastatina, induce una reducción
del número de macrófagospresentes en la placa de ateroma.
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2.4.- ATORVASTATINA REDUCE LA ACTIVACION NF-KB EN AORTA,
HIGADO Y ARTERIA FEMORAL
Ya que el incremento de lípidos plasmáticos puede inducir la expresión de MCP-l a
través de la activación de NF-KB (Liao et al., 1994), la disminución de los lípidos
plasmáticos producida por el tratamiento con atorvastatina podría también favorecer la
reducción de la activación de NF-KB y la expresión de MCP- 1.
Los resultados presentados, que muestran una disminución de la actividad NF-KB en
aorta e hígado de conejos con hiperlipidemia y tratados con atorvastatina podrían reforzar
esta hipótesis ya que estos tejidos solo estuvieron expuestos al aumento de lípidos sin existir
daño local. Este efecto parece especifico sobre el NF-KB, ya que la activación de AP-l, otro
factor de transcripción comúnmente incrementado durante la inflamación y también
relacionado al daño vascular (Miano et al., 1993), no se vió modificada por el tratamiento.
Además de la reducción importante de la LDL plasmática, atorvastatina también
produjo una disminución significativa del nivel de triglicéridos. Estudios recientes han
mostrado una correlación de niveles elevados en plasma con un mayor riesgo de trombosis,
atribuido al incremento del complejo del factor VII por lipoproteinas ricas en triglicéridos
(Gotto et al., 1995).
Por otro lado, en las arterias femorales dañadas analizamos la presencia de NF-cfl
activado mediante su localización in sflu. Los animales sin tratamiento presentaron un
mayor incremento de NF-KB activado que aquellos tratados con atorvatastina,
localizándose dicha activación en la íntima y la media. En las arterias sanas no se detectó
actividad NF-KB.
En conclusión, la disminución de este factor nuclear podría reducir la expresión de
muchos genes inflamatorios implicados en el proceso aterosclerótico. Nuestros resultados
proporcionan una explicación potencial al efecto beneficioso de los inhibidores de la HIvIG-
CoA reductasa en la reducción de eventos isquémicos observada en enfermos tratados con
estos fármacos en estudios clínicos.
VI.- CONCLUSIONES
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L- LA ANG fi ES UN IMPORTANTE REGULADOR DE DOS FENOMENOS
ESENCIALES EN LA FORMACION DE LA PLACA ATEROMATOSA, LA
ACUMULACION DE MACROFAGOS Y LA PROLIFERACION DE CML.
1.- En un modelo de aterosclerosis focal inducido en conejos mediante dieta rica en
colesterol y daño endotelial por nitrógeno, hemos observado que el inhibidor de la ECA
quinapril inhibe la ECA sérica en un 70% mientras que la vascular es reducida en un 40% en
la fase temprana (7 dias) y en un 50% en la fase avanzada (28 dias). Sin embargo, estas
inhibiciones no parecen suficientes puesto que a pesar de observar una disminución en la
lesión, ésta no fue significativa.
2.- La expresión de algunos factores inflamatorios (MCP-l, IL-8 y PDGF-B) relacionados
con el reclutamiento de monocitos y CML, está incrementada a nivel vascular, coincidiendo
este hecho con un aumento de la actividad del factor nuclear que los regula, el NF-xB, y
con una elevación del infiltrado de macrófagos en la lesión. La administración de quinapril
reduce todos estos eventos.
Mediante estudios in vitro demostramos que la Ang II induce activación NF-xB y la
expresión de MCP-l en monocitos y CML, sugiriendo que la inhibicirin de la generación de
Mg II debido al tratamiento con quinapril parece estar asociada a la c isminución observada
del infiltrado de macrofagos y a la reducción de la actividad NF-KB vascular y de los
factores que regula (MCP-l, ]TL-8 y PDGF-B).
3.- La expresión de colágeno 1, factor asociado a la estabilidad de la placa, se encuentra
incrementada tanto en la fase temprana (7 días) como en la más avanzada (28 días). El
tratamiento con quinapril no modifica su expresión (génica y proteica).
Estos resultados contribuirían a la disminución del riesgo de rotura de la placa
aterosclerótica al conferiría una mayor estabilidad.
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fi.- LA INHIBICION DE LA HMG-CoA REDUCTASA DISMINUYE ALGUNOS
COMPONENTES INFLAMATORIOS DE LA LESION ATEROSCLEROTICA, Y
SUGIERE UNA POSIBLE EXPLICACION DE LA REDUCCION OBSERVADA
DE EVENTOS ISQUEMICOS EN ENSAYOS CLINICOS.
4.- En un modelo de aterosclerosis acelerada similar al anterior, la administración del
inhibidor de la HMG-CoA reductasa atorvastatina reduce de forma significativa el colesterol
total, LDL y triglicéridos y la formación neointimal.
5.- Las LDL inducen expresión de MCP-l y activación de NF-KB en monocitos y CML.
Esto hace pensar que el colesterol puede ser responsable del incremento de actividad NF-
KB observado en la aorta e hígado de los animales no tratados. La administración de
atorvastatina no sólo reduce la actividad NF-KB en las lesiones (30% vs 60%) en
macrófagos y CML, sino que también disminuye significativamente la expresión de MCP-l
en la neointima y en la capa media, además de anular el infiltrado de macrófagos en la lesión
6.- Estos resultados sugieren que probablemente la reducción del colesterol sea la principal
responsable de los efectos vistos en nuestro modelo, aunque no debemos descartar que
atorvastatina, además de su acción hipolipemiante, pudiera tener un efecto directo sobre la
lesión.
En resumen, en dos modelos de aterosclerosis experimental hemos demostrado la
participación de factores quimiotácticos en el infiltrado de células inflamatorias. Asimismo,
hemos observado que la activación del factor de transcripción NF-KB puede estar implicado
en muchos de los procesos que conducen a la desestabilización y rotura de la placa
aterosclerótica que dan lugar a los eventos isquémicos más graves. La administración de
quinapril y de atorvastatina reducen estos riesgos, aportando nuwas expectativas de
abordaje en la patogenia de la aterosclerosis.
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